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1. RESUMEN



Resumen

Las malformaciones esqueléticas y problemas pigmentarios son uno de los mayores
problemas de la produccion intensiva de juveniles de peces marinos en el sector de la
acuicultura, al reducir la calidad del ejemplar, pues afectan su morfologia, apariencia
externa, crecimiento, y supervivencia. Tales problemas en el desarrollo representan una
importante pérdida economica para el acuicultor y una reduccién considerable en la
imagen de calidad del producto final si éste es comercializado. Las deformidades
esqueléticas y problemas de despigmentacion pueden ser causados por varios motivos,
pero la causa nutricional es una de las mas importantes. A pesar de la gran importancia
econdmica que este problema representa para el acuicultor, se ha prestado poca atencién
a los mecanismos que controlan dichos procesos y a su regulacién nutricional. En este
sentido, diversos estudios han demostrado que existe una marcada relacion entre la
nutricion de la larva durante el periodo comprendido entre el inicio de la alimentacion
exogena y de la metamorfosis con la aparicion de malformaciones esqueléticas y
problemas de mala pigmentacion en ejemplares juveniles de teledsteos marinos. Asi,
diversos autores han demostrado el efecto de determinados nutrientes (acido retinoico,
vitamina D, acidos grasos poliinsaturados, hidrolizados de proteina, etc.) sobre la
diferenciacion y desarrollo del eje antero-posterior de la larva, y la aparicion de

deformaciones esqueléticas y problemas pigmentarios.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de distintos niveles de
acido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) sobre el desarrollo
temprano de larvas de lenguado, y en especial su efecto sobre el crecimiento, tasa de
metamorfosis, supervivencia e incidencia de deformaciones esqueléticas. Al final de
experimento, dia 38, se observaron diferencias significativas en la frecuencia de

individuos con deformaciones esqueléticas, aumentando esta frecuencia, gradual y
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Resumen

significativamente, efecto de la artemia enriquecida con distintas emulsiones
comerciales sobre el crecimiento y desarrollo esquelético de larvas del lenguado

senegalés (solea senegalensis kaup, 1858) .

Efecto de la artemia enriquecida con distintas emulsiones comerciales sobre el
crecimiento en peso, al estado de desarrollo del aparato digestivo, y al proceso de
metamorfosis, si bien tienen un marcado efecto sobre la incidencia y severidad de
distintas deformaciones esqueléticas que se han detectado. A partir del andlisis
ponderado de los distintos pardmetros analizados en el presente estudio es
recomendable alimentar las larvas de lenguado con Artemia enriquecida con
AquaGrow Gold (Advanced BioNutrition), desaconsejandose enriquecedores del tipo

Easy Selco (INVE) o similares.
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2. INTRODUCCION



Introduccion

2.1. Definicidon de la acuicultura

La acuicultura se define, segun la FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations), como el “cultivo de organismos acuaticos, propiedad de una
persona fisica o juridica, situados en areas de tierra o costeras mediante técnicas que

permiten aumentar la produccion”.

El Diccionario de la Real Academia Espariola define la "Acuicultura” como
"Técnicas de cultivo en el agua de especies vegetales y animales”, mientras que en la
Ley de Cultivos Marinos (23/1984 de 25 de Junio) se define como "La realizacion de las
acciones y labores apropiadas para la reproduccion o crecimiento de alguna o varias
especies de la fauna y flora marinas o asociadas a ellas" (Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion, (MAPA) 1984).

2.2. Desarrollo de la acuicultura

La investigacion en acuicultura empezo6 hace menos de 100 afios, aunque desde
hace siglos el cultivo de peces tradicional ha formado parte de la vida rural del hombre.
La forma mas primitiva de acuicultura que se conoce es el mantenimiento y cultivo de
carpas (Cyprinus carpio) en estanques naturales de agua dulce en China (Ling, 1977).
También se tienen indicios de que en el afio 2.500 a.c. los egipcios ya cultivaban tilapia

(Tilapia sp.).

En la actualidad, continGa creciendo la contribucion de la acuicultura al
suministro mundial de peces, crustaceos, moluscos y otros animales acuaticos. Este
incremento ya fue observado con un aumento del 3,9 % de la produccion total en peso

en 1970 al 27,1 % en 2000 y al 32,4 % en 2004. Este crecimiento sigue siendo mas

-13 -



Introducciéon

rapido que el logrado en cualquier otro sector de produccion de alimentos de origen
animal. En todo el mundo, la tasa media de crecimiento de este sector ha sido del 8,8 %
al afio desde 1970, mientras que, durante el mismo periodo, la pesca de captura ha
crecido solamente a razon del 1,2 % y los sistemas de produccion de carne de cria en

tierra, un 2,8 %.

El aumento de la produccién de la acuicultura ha sido muy superior al
crecimiento demografico, puesto que su suministro medio anual per capita ha
aumentado de 0,7 kg en 1970 a 7,1 kg en 2004, lo que representa un incremento anual
medio del 7,1 % (FAO, El Estado de Mundial De La Pesca y La Acuicultura, 2006).
7,8 kg en 2006, lo cual supone un crecimiento medio anual del 7,0 %. La acuicultura
proporciond el 47 % del suministro mundial de pescado para alimentacién en 2006.

(FAO, 2008).

2%

M Peces de Agua Dulce

H Moluscos

H Crustaceos

1 Peces diadromos
Peces Marinos

H Otras Animales

Fig.2.2.1 Produccion acuicultura mundial principales grupos de especies en 2006 (FAO,

2008).
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2.3. El estado mundial de la acuicultura

Hoy en dia, China sigue siendo el mayor productor de pescado del mundo. En
China, el 90 % de la produccion de pescado para alimentacion proviene de la
acuicultura. Esto indica que la produccion acuicola del resto del mundo asciende al 24
% del suministro de pescado destinado a la alimentacion. En 2006, China contribuyd en
un 67 % al suministro mundial de animales acuéticos cultivados y en un 72 % al de

plantas acuaticas. (FAO, 2008).

2% 3% 1%1%% B China
(]

M Asia y el Pacifico

M Europa
America Latinay el
Caribe

Africa

B America del norte

Fig.2.3.1. Produccion de acuicultura por region en 2006 (FAO, 2008).

El consumo de pescado ha sufrido cambios importantes en los Gltimos cuatro
decenios. Se estima que el consumo de pescado per capita mundial ha aumentado de
manera continua desde una media de 9,9 kg en la década de 1960 hasta los 11,5 kg en la
década de 1970, 12,5 kg en la década de 1980, 14,4 kg en la década de 1990 y alcanzo
los 16,4 kg en 2005. No obstante, este incremento no ha sido uniforme en todas las
regiones. En los dltimos tres decenios, el suministro de pescado per capita ha

permanecido préacticamente estatico en el Africa subsahariana. Por el contrario, ha
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aumentado de forma dréstica en Asia oriental (principalmente en China) y en la region
del Cercano Oriente y Africa del Norte. China ha representado la mayor parte del
crecimiento mundial; la proporcién estimada de la produccion mundial de pescado que
aporto este pais aument6 del 21 % en 1994 al 35 % en 2005, cuando el suministro per
capita de pescado en China era de unos 26,1 kg.

Si se excluye a China, el abastecimiento per cépita de pescado es de unos 14,0
kg, una cifra ligeramente superior a los valores medios de mediados de la década de
1990 e inferior a los niveles maximos registrados en la de 1980 (14,6 kg). Los datos
preliminares para 2006 indican un pequefio incremento del suministro de pescado per
capita mundial hasta los 16,7 kg.

La dorada (Sparus aurata) y la lubina (Dicentrarchus labrax) son las mas
importantes especies de peces marinos de crianza producidas en los paises europeos
meridionales y dos de las méas importantes a nivel de consumo. Précticamente todos los
paises riberefios del Mediterraneo producen dorada y lubina mediante acuicultura
coexistiendo en muchas ocasiones ambas especies en las mismas instalaciones, se
realiza en la vertiente atlantica europea, siendo mas reducido el nimero de paises
productores.

La produccion acuicola total de dorada (Sparus aurata) en Europa y el resto del
mundo en 2008 ha sido de 157.630 Tm, tan solo un 4,2% superior a la cifra de 2007,
que es una tasa de crecimiento 4% veces inferior a la de afios anteriores. La prevision de
produccion para 2009 apunta a la primera caida real de las producciones desde la crisis
de 2000-2003, hasta 145.800 Tm (-7,4%). Los principales paises productores de dorada
son Grecia (81.000 Tm, el 51,4%), Turquia (30.000 Tm, el 19,0 %), Espafa (23.939

Tm, el 15,2%) e Italia (9.600 Tm, el 6,1%) (APROMAR, 2009).
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Fig.2.3.2. Los principales paises productores de dorada en Europa.

La produccion acuicola total de lubina (Dicentrarchus labrax) en Europa y el
resto del mundo en 2008 fue de 117.530 toneladas, un 10,9 % superior a la cifra de
2007. La prevision de produccion para 2009 apunta a las 116.520 Tm (+7,6%).Los
principales paises productores de lubina son Grecia (44.000 Tm, el 37,4 %), Turquia
(44.000 Tm, el 37,4%), Espafia (9.840, el 8,4 %) e Italia (9.800, el 8,3%). (APROMAR,

2009).
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Fig.2.3.3. Los principales paises productores de lubina en Europa

Con una historia relativamente reciente, el cultivo de peces marinos en Europa
se ha caracterizado por demandar tempranamente una diversificacion de especies
susceptibles de ser producidas industrialmente. Fruto de ello, se emprendieron de forma
generalizada numerosas actuaciones dirigidas a conocer las posibilidades de cultivo de
un notablemente elevado numero de peces. Durante los ultimos tres lustros, son mas de
treinta las especies de peces que han sido objeto de estudio en el area mediterranea
(Divanach, 2003).

Actualmente, sin embargo, la produccion de peces marinos esta basada en unas
pocas especies como la dorada (Sparus aurata), la lubina (Dicentrarchus labrax) y el
rodaballo (Scophthalmus maximus). Ello comporta situaciones de exceso de oferta,
precios bajos y mercados saturados. Es por eso que la diversificacion mediante la
produccion de otras especies de peces es un objetivo primordial en la acuicultura actual

con el fin de aumentar las oportunidades de mercado.
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En este sentido, el lenguado senegalés (Solea senegalensis) se puede considerar
de momento como una especie con una complejidad tecnolégica media, pero con un
buen potencial de mercado. Cabe preguntarse entonces porqué la acuicultura del
lenguado senegalés no se ha desarrollado en un nivel superior al que seria de esperar en
la actualidad, atendiendo al espacio de tiempo trascurrido desde que se iniciaron
estudios relacionados con la acuicultura de esta especie. En esta revision realiza un
analisis sobre la evolucion de la acuicultura del lenguado, y los logros conseguidos
hasta el presente, tratando ademas de identificar actuaciones pasadas que expliquen la

situacion presente.

2.4. La Acuicultura Espafia

La acuicultura en Espafia comenz0 en los afios 70, en pequefias empresas familiares
las cuales trabajaban basicamente con mejillon y trucha. Posteriormente, en los noventa, se
incorporo el cultivo del rodaballo en el Norte de Espafia y de dorada y lubina en el sur,
levante y Canarias, incorporando nuevas tecnologias a nivel industrial, cientifico y
empresarial que mejoraron el cultivo piscicola de cada especie en los diferentes niveles
bioldgicos: reproduccidn, crecimiento larvario, destete y engorde, asi como se profundizé
en conocimientos de patologia y biologia del medio. Mas tarde aparecieron nuevas
especies en la acuicultura espafiola, como la anguila (Anguilla anguilla) en Levante, el
atan rojo (Thunnus tyhnus) en Murcia, la carpa (Cyprinus carpio), en Baleares, la tenca
(Tinca tinca) en Extremadura, el esturion (Acipencer sturio) en Cuenca del Guadalquivir, o
la corvina (Argyrosomus regius) en Levante. Segin la Junta Asesora de Cultivos Marinos
(JACUMAR, 2009) la produccion espafiola de acuicultura continental y marina en el afio
2005, supuso el 3% de la produccion mundial y el 25% de la europea. Actualmente Espafia

se encuentra en el puesto 11° del ranking mundial de productores (datos aportados por el
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Fondo de Regulacién y Organizacion del Mercado de los Productos de la Pesca y Cultivos
Marinos, FROM, adscrito al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
http://from.mapa.es/) siendo las especies principales la lubina, la dorada, el rodaballo y los

tunidos.

Dadas las similitudes en los requerimientos productivos y de las condiciones de
comercializacién de la dorada y la lubina estas dos especies son alternativas de
produccion en las mismas instalaciones. Por este motivo es ilustrativo considerar sus
datos de produccion conjuntamente. La produccién acuicola conjunta de dorada y lubina
en Espafia en 2008 ha sido de 33.770 Tm (un 3,0% mayor que en 2007). Las previsiones
para 2009 indican que se alcanzaran 35.200 Tm, un 4,2% superior. Las producciones de
2008 suponen el 12,3% de la produccion mediterranea (y mundial) de estas dos especies
consideradas conjuntamente. El afio anterior (2007) esa representatividad habia sido del

12,8%.

Valencia  Andulucia Canarias  Cataluiia Murcia
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Fig.2.4.1. Distribucién porcentual de dorada + lubina en 2008 por comunidades

auténomas.
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Al igual que en el caso de la dorada y de la lubina, la cantidad de rodaballo
silvestre que es capturada por la flota espafiola es cada vez mas escasa y testimonial en
los mercados (45 Tm en 2007). Si bien es cierto que las importaciones de rodaballo de
la pesca extractiva procedentes de Europa (principalmente desde los Paises Bajos) son
aun relevantes. La produccion acuicola de rodaballo en Espafia en 2008 ha sido de 7.870
Tm, un 29,4% superior a la de 2007. Las previsiones para 2009 sefialan una
estabilizacion temporal de la produccién en el entorno de las 7.760 Tm ( Apromar,
2009).

La produccién de anguila (Anguilla anguilla) es una actividad tradicional en
Espafia, con diversos niveles de intensificacion del cultivo. La produccion anual se
mantiene en varios cientos de toneladas, 470 Tm en 2008, distribuidas entre la
Comunidad Valenciana, Andalucia, Catalufia y el Pais VVasco. Apromar, 2009 se espera
un incremento de la produccion a 510 Tm. El aprovisionamiento de angulas silvestres
(alevines de anguila) continda siendo un cuello de botella para la produccién de esta
especie y podria verse dificultada por nuevas normas europeas para la conservacion de
esta especie (Apromar, 2009).

La corvina (Argyrosomus regius) va camino de ser la cuarta especie importante
de la acuicultura marina de peces en Espafia. Su produccion a gran escala es ya un
hecho, siendo la comercializacion su principal freno, ya que no es una especie conocida
de forma general en los mercados. Su produccion en 2008 ascendi6 a 1.300 Tm, y
problamente superard las 2.150 Tm en 2009. La produccion de alevines de esta especie
fue de 500.000 unidades en criaderos en Espafia, existiendo también importacion de

individuos desde otros Estados de la UE (Apromar, 2009).
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La produccion de besugo (Pagellus bogaraveo) esta localizada en Galicia y
supuso 200 Tm en 2008, previéndose 190 para 2009. Se produjeron 494.000 alevines de
esta especie. El langostino (Penaeus japonicus) se produce en pequefias cantidades (40
Tm) en Andalucia, pero al poder comercializarse en vivo ocupa un interesante nicho de
mercado. De este crustaceo se produjeron 1millon de postlarvas. Consumo muy
reducido y poca posibilidad de expansion de su cultivo debido a competencia con
mercados asiaticos y sudamericanos. Ver pagina 21-23 producciones de lenguado

senegalés en Esparia.

2.5. Generalidades sobre el lenguado senegalés (Solea senegalensis
Kaup, 1858)

2.5.1 Taxonomiay distribucion geografica

El lenguado senegalés pertenece al orden Pleonectiformes (Tabla 2.5.1.), que
engloba a los cominmente denominados “peces planos” y es el Gnico orden dentro de
los vertebrados cuyos individuos presentan una simetria bilateral alterada. Dentro de
este orden se incluye la familia de los soleidos, cuyos integrantes se caracterizan por
presentar un hocico redondeado y la boca en posicién infera. La familia de los soleidos

(Soleidae) estd compuesta por 7 géneros y 14 especies.
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Tabla 2.5.1. Posicion sistematica de Solea senegalensis

Superclase: GNATOSTOMADOS (Gnathosmata)
Clase: Osteictios (Osteichthyes)
Subclase: Actinopterigidos (Actinopterygii)
Infraclase: Actinopteros (Actinopteri)
Superdivision: Neopterigios ( Neopterigii)
Division: Halecostomos (Halecostomi)
Subdivision: Teleosteos (Teleostei)
Orden: Pleuronectiformes (Pleuronectiformes)
Familia: Soleidos (Soleida)
Género: Solea

Especie: Solea senegalensis

El lenguado senegalés pertenece al genero Solea, dentro del cual se engloban 10
especies. Solea aegyptiaca, S. bleekeri, S. elongata, S. fulvomarginata, S.kleinii, S.

humilis, S. senegalensis, S. soleay S. stanaland (Fishbase, 2007).

Anteriormente, esta especie se denominaba como Solea melanochira (Borja,
1920) y recupera su identidad como S. senegalensis en posteriores trabajos se encuentra

en la costa Norte de Tunez (Goucha y Ktari, 1981), en el lago de Ichkeul (Chaouachi y
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Hassine, 1998), en el Golfo de Lyon (Quignard et al., 1986) y en el Mediterraneo
(Rodriguez y Rodriguez, 1980)

Actualmente se considera que el lenguado senegalés se distribuye en el Océano
Atlantico a lo largo de costa este, desde Senegal hasta la Rochelle (Francia), y en el Mar

Mediterraneo, a lo largo las costas de Espafia, italia, Grecia y norte de Africa Fig.2.5.1.

Fig. 2.5.1. Distribucion de Solea senegalensis (Porta, 2006).

2.5.2. Morfologia externa

El lenguado senegalés es un pez plano de cuerpo ovalado y asimétrico con
ambos ojos sobre el costado derecho. Hocico redondo y boca pequefia de forma
semicircular que alcanza el borde inferior del ojo derecho. Aletas dorsal y anal de base
muy amplia claramente separadas de la aleta caudal. Final de las aletas dorsal y anal
unidas por una fina membrana en la base de la aleta caudal. La aleta pectoral en el lado
ocular y presenta una pigmentacion de color negro en la parte media y distal de su
membrana (Ben-Tuvia 1990). Linea lateral recta formando un pequefio arco en la zona

supratemporal ya abundante mucosidad corporal, presentando varias tonalidades de
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pigmentacion de marr6n muy claro a mas oscuro pudiendo presentar pequefias manchas
concéntricas de diferente tonalidad. Los ejemplares adultos suelen medir 45 cm en el

Mediterraneo y hasta 60 cm en el Atlantico (Abellan y Basurco 1999).

Fig.2.5.2. Ejemplar de lenguado senegalés adulto.

2.5.3. Biologia

El lenguado es una especie marina bentonica, le gusta vivir sobre fondos
arenosos y camuflarse en ellos, llegando a una profundidad de hasta 100 metros. Se
alimenta de organismos invertebrados bentonicos como anélidos (principalmente,
Hediste deversicolor), larvas de poliquetos y moluscos bivalvos o pequefios crustaceos
(tanaideaceos, isopodos, anfipodos y decéapodos) como Corophium spp. (Abellan y
Basurco, 1999; Cabral, 2000; Sa et al., 2003; Braber y De Groot, 1973) y sobretodo se
alimenta por la noche (De Groot, 1971).

Se trata de un pez gonocorico (Dinis et al. 1999), desprovisto de caracteres

sexuales secundarios aunque en la época de reproduccion las hembras experimentan un
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aumento considerable de los ovarios, y un cambio de color en la zona ventral visibles a
simple vista.

Presenta dos épocas de puesta: la mas importante desde marzo hasta junio, y la
segunda, de menor importancia, de septiembre/octubre hasta noviembre. Es en los
meses de octubre a junio cuando las hembras experimentan un desarrollo mayor de los
ovarios, sufriendo una regresion parcial de las gbnadas en los meses de verano. Los
machos producen esperma durante todo el afio, aunque la méxima proporcion ocurre en
primavera y disminuye en los meses de verano (Garcia-L6pez et al., 2006 a,b).

La reproduccion tiene lugar a temperaturas entre 13 °C y 23 °C, aunque pueden
darse altas fecundidades entre 15 °C y 21 °C (Anguis y Cafavate, 2005). El periodo de
puesta suele variar entre 4 y 6 meses, declinando la talla de los huevos a lo largo de
dicho periodo (Dinis, 1999). Las puestas son tanto mejores cuanto mas bajas son las
temperaturas durante el invierno (por debajo de 10 °C), y durante la época de puesta,
éstas parecen ocurrir entre 17°Cy 20 °C ( Dinis et al., 1999), no hay puestas por debajo
de 16 °C). La produccion media de huevos es de 29.600+21.600 huevos dia/Kg, y la
mayoria de los huevos (65-73%) son producidos a los tres dias después de un aumento
de 2,5°C de latemperatura.  La tasa de fertilizacion puede ser muy variable (45-63%),
mientras que la tasa de eclosion, la cual ocurre aproximadamente a las 42 h desde la
fertilizacion a 19 °C, es del 70-57% (Anguis y Cafiavate, 2005).

Las larvas eclosionan con una longitud media de 2,4+0,1 mm, con pequefias
variaciones segun stock y tamafio del huevo (Dinis, 1986 citado en Dinis et al., 1999).
La alimentacion de las larvas del lenguado senegalés ha sido ampliamente documentada
(Dinis et al., 1999). Inicialmente son alimentadas con rotifero durante los primeros 3 a 9
dias después de la eclosién (DPE), seguidos de Artemia nauplii, o directamente de

Artemia desde el primer dia. Estas dietas vivas son pobres en &cidos grasos esenciales,
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segun document6 Sargent et al., (1999) por lo cual son enriquecidas con algas, aceites, 0
otras emulsiones ricas en nutrientes esenciales. La metamorfosis suele comenzar sobre
el dia 11 DPE, con la migracion del ojo, y suele estar completada sobre el dia 19 DPE,
con una longitud media de 7,3+0,8 mm (Dinis, 1999). EI momento del destete, 0
aclimatacion a piensos comerciales de pequefio tamafio, varia entre autores, a partir del
dia 31 DPE (Dinis et al., 1992); a partir del dia 43 DPE (Cafiavate y Fernandez-Diaz,
1999); o incluso a partir de los 6 meses (Flos et al., 1995), dependiendo del balance
deseado entre coste y supervivencia. Sin embargo, una alimentacion inadecuada durante
el estado larvario y/o a lo largo de la metamorfosis, provoca graves problemas de
mortalidades, malformaciones, mal pigmentaciones y patologias (Soares et al., 2001;
Padrds et al., 2003; Zarza et al., 2003), y aun hoy en dia, este problema es una grave

limitacion para el cultivo larvario a gran escala.

2.6. Situacion del lenguado senegalés en la investigacion y la acuicultura

El lenguado fue una de las primeras especies marinas que, ya a finales del siglo
XIX y principios del XX, se consideraron aptas para la piscicultura con fines
econodmicos, juntamente con el rodaballo y la lubina, de acuerdo con la cita de Person-
le- Ruyet (1986). Parece ser que a pesar de esta consideracion, segun el mismo autor, el
cultivo de lenguado cayo en el olvido hasta finales de los 60 o inicios de los 70, en que
la especie recuperd interés por parte de los investigadores.

A partir de este momento y durante la década de los 70-80, el lenguado, como
especie potencial de cultivo, concentré un gran interés convirtiéndose en sujeto de un
elevado nimero de experiencias por parte de diversos grupos de investigadores. Destaco
especialmente el grupo del Dr. Metailler en Francia, en el seno del cual se desarrollaron

diversas tesis doctorales sobre la especie (entre otras Cadena-Roa, 1983; Moriniere,
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1983) amén de un gran nimero de trabajos de investigacion (entre otros Metailler y
Girin, 1976; Girin et al.1977; Fuchs, 1978; Fuchs, 1981/1982a, 1981/1982b; Cadena-
Roa et al. 1982; Metailler et al., 1983; Person-le-Ruyet et al., 1983). También se
distinguieron por su interés en el lenguado y los peces planos en general los
investigadores ingleses aportando importantes resultados en la misma época (Cowey et
al. 1970; Bromley, 1974, 1977, 1979; Mackie y Adron, 1978; Mackie et al. 1980;
Mackie 1982; Mackie y Mitchell, 1985; para revision ver Howell 1997).

Pero a finales de la década de los 80, el interés suscitado por la especie se redujo
registrandose un cierto abandono de la linea de trabajo, en especial en Francia donde
muchos trabajos se orientaron hacia otras especies, principalmente la lubina. En 1986,
Barnabe definio el cultivo intensivo de lenguado como “poco prometedor”, depositando
unas expectativas, un tanto inciertas, en el cultivo semiextensivo y extensivo, como el
practicado en las lagunas costeras del Atlantico francés y en el sur de Espafia y Portugal.
La primera referencia bibliografica sobre cultivo de lenguado data de 1979 (Lagardere
et al., 1979) y sobre el desarrollo larvario a partir de huevos recolectados en el medio

natural en las costas francesas del Atlantico.

2.7. Produccidn de lenguado senegalés en Espafa

En el afio 2000 la produccion del lenguado senegalés fue de 13,1 toneladas,
obtenidas integramente en la Comunidad Auténoma de Andalucia. En Catalufa, el
cultivo de esta especie se llevo a cabo principalmente en tanques instalados en tierra
alcanzando producciones de 3,6 toneladas en el afio 2002. En el afio 2004 la produccion
Espafiola de lenguado senegalés se concentrd exclusivamente en los esteros y las salinas
de Andalucia (31,6 toneladas ), asi como en las instalaciones de la empresa Culmarex,

ubicada en las Islas Baleares (26 toneladas) (JACUMAR, 2006).
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En el afio 2006 la produccion fue de 80 toneladas, distribuidas entre las
comunidades de Andalucia (55 Tm), Galicia (25 TM) (APROMAR, 2006). En el afio
2008 se produjeron 316 Tm. Su produccion se desarrolla en Galicia, Canarias y
Andalucia. En 2009 podria alcanzar una produccion de 420 Tm. En cuanto a su

reproduccion, en 2008 se produjeron 600.000 alevines (APROMAR, 2009).
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El esfuerzo cientifico llevado a cabo con el lenguado senegalés no se ha visto
recompensado a nivel industrial, ya que en la mayoria de casos la produccion comercial
de esta especie se lleva a cabo en sistemas de cultivo extensivo o0 semi-extensivo, con un
nivel de produccidn final que no alcanza el nivel considerado como industrial. Esto es
debido principalmente a que los conocimientos zootécnicos para realizar el ciclo
biologico completo a través de métodos intensivos de produccion, se encuentran muy
repartidos entre las distintas instalaciones y productores (Cafavate, 2005). A esto se
afiaden los problemas que aln plantea esta especie en términos de destete, por la mala
aceptacion de los piensos existentes en el mercado, y la aparicion de enfermedades
debidas a patdgenos oportunistas que aparecen de manera imprevista (Cafavate, 2005).

El lenguado destaca por su buena aceptacion en el mercado y por la posibilidad
de que producirse en las actuales instalaciones marinas en tierra con pocas

modificaciones estructurales.

2.8 Métodos para la obtencién de larvas de lenguado senegalés
2. 8.1. Incubacion de los huevos

La incubacion de los huevos de lenguado senegalés se realiza a distintas
temperaturas, desde 19 °C (Cafavate y Fernandez- Diaz, 1999) a 20 °C (Cafiavate et al.,
2006) o temperatura entre 18 °C y 21 °C (Dinis et al., 1999). La salinidad se mantiene
alredor de 35 + 1 gL (Cafiavate y Fernandez-Diaz, 1999; Dinis et al., 1999; Fernandez-
Diaz et al., 2001; Morais et al., 2004b; Cafavate et al., 2006). El tanque que se utiliza
para la incubacién es de tipo de cilindro-cénico, con volumen medio de 300 L
(Canavate y Fernandez-Diaz, 1999), tipo de fibra de vidrio (cilindro-cénico) entre 150 L

(Dinis, 1992) y 500 L (Vazquez et al., 1994) vy dotados de abundante aireacién y
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renovacion contintia 0,50 min™® (Caflavate y Fernandez-Diaz, 1999), y 0,65 min™

(Dinis, 1992).

2.8.2. Cultivo larvario

Tras la eclosion las larvas son trasladadas a tanques de fibra de vidrio cilindro-
conicos 200 L; la densidad es de 100 larvas L™ (Dinis et al., 1996; Dinis et al., 1999;
Dinis et al., 2003).

Los pardmetros ambientales utilizados para el cultivo del lenguado senegalés
son: temperatura 20,02+1 °C y salinidad de 35 + 1 gL (Cafiavate y Fernandez-Diaz,
1999; Dinis et al., 1999; Ferndndez-Diaz et al., 2001; Morais et al., 2004b; Cafavate et

al., 2006). El fotoperiodo, 16L: 80 (Cafavate y Fernandez-Diaz, 1999).

2.8.3. Alimentacion larvaria

El régimen alimentario durante el cultivo larvario se basa en uso de rotiferos y
fitoplancton marino en el tanque de cria durante de los 4 a 6 primeros dias después de la
apertura de la boca, para continuar a base de Artemia hasta los 40 a 60 dias de edad,
segun el caso. La flexibilidad en las fechas de cambio de los tipos de alimento larvario
es bastante grande, existiendo experiencias, incluso, en las que no se utiliza rotifero,
pasando a alimentar las larvas directamente con nauplios de Artemia (Aragao, 1999;

Cafiavate, 2005).
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A; Rotifero B; Adultos de Artemia (Artemia sp.)

C; Metanuplio de Artemia salina que tiene enriquecedor de Easy selco

Fig.2.8.3.1. Representacion de distintos tipos de presa viva (A: rotifero, B:

Artemia adulta; C: nauplio de Artemia enriquecido).

Algunos autores proponen la utilizacion de nauplios de Artemia como primera y
Unica presa viva (Bedoui, 1995; Aragao, 1999). Tras la metamorfosis, cuando la larva
pasa a ser bentonica, hay autores (Morais et al., 2004 a) que utilizan metanauplious

enriquecidos y posteriormente congelados.
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Reabsorcion
Apertura completa del Inicio de la
Eclosion vitelo metamorfosis Destete

de la boca I | ; —>

Alimentacion Endégeha

Alimentacién con Rotiferos

Alimentacion con nauplios de Artemia

\ 4
y

0 dph 3 4 5 dph 10 dph Variable

Fig.2.8.3.2. Protocolo de alimentacion estandar para larvas de lenguado senegalés

(T=19° C) dpe (después de la eclosion) segin IRTA-SCR.

El cultivo larvario y la obtencion de alevines en criadero es un proceso
asequible, que no presenta dificultades significativas. Los estados pre-metamorficos del
lenguado se caracterizan por presentar elevadas tasas de crecimiento y una gran
resistencia a las condiciones de cultivo. Bajo condiciones Optimas, practicamente la
totalidad de la poblacion larvaria es capaz de efectuar la metamorfosis, hacia los 20-21

dias de edad (Fernandez-Diaz et al., 2001).
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En relacion al proceso de engorde, el crecimiento de los juveniles de S.
senegalés durante la fase final de engorde se realiz6 en un principio en estanques de
tierra (Drake et al., 1984). En estanques de 1000 m? y utilizando una alimentacién con
pienso, se ha descrito un peso medio de 4569, alcanzado por los lenguados en un afio de
cultivo (Dinis et al., 1999). Estos resultados de crecimiento son parecidos a los
obtenidos bajo condiciones intensivas (Olmedo et al., 2003; Rodriguez y Souto, 2003) y
sugieren la idoneidad de esta especie para el engorde, a diferencia del menor

crecimiento citado para S. solea (Howell, 1997).

Fig.2.8.3.3. Estadios de desarrollo de las larvas del lenguado senegalés (Solea

senegalensis).
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2.9. Funcidn de acidos grasos esenciales (AGA)

Acidos grasos altamente insaturados con 20 0 més atomos de carbono y tres o
mas dobles enlaces (HUFA) son esenciales componentes de las membranas celulares y
puede modular la procesos fisioldgicos, incluido el transporte de membrana, receptor de
la funcion y actividades enzimaticas. Por lo tanto, en la dieta, los acidos grasos se han
demostrado para tener efectos marcados sobre una variedad de los parametros
inmunoldgicos y hemostaticos . (Balfry et al. 2001, Montero et al. 2001).

HUFA posee una gran variedad de las funciones celulares, y la mas importantes
es proporcionar los precursores para la sintesis de eicosanoides, que se producen en
respuesta a diversos estimulos extracelulares por dos tipos principales de enzimas
dioxigenasa: ciclooxigenasas (COX) y lipoxigenasas (Horrobin 1983).

Después de la estimulacién celular, tanto el cido araquidénico (ARA, 20:4 n-6)
y el &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) son liberados de la membrana por la
accion de la fosfolipasa A2. Mas tarde estos acidos grasos son transformados por una
serie de lipoxigenasas y ciclooxigenasas para producir prostaglandinas (PG),
leucotrienos, lipoxinas y otros compuestos, que son capaces de modular varias
funciones inmunes modulan varias funciones inmunes (Uhing et al. 1990).

Los eicosanoides se han encontrado en una gran variedad de agua dulce
y peces marinos (Matsumoto et al. 1989, Mustafa & Srivastava 1989) y en muchos
tejidos (Henderson & Tocher 1987, Bell et al. 1994a, Tocher 1995). En los peces, un
preferido de eicosanoides precursor de la ciclooxigenasa parece ser ARA (20:4 n-6)
(Tocher y Sargent 1987, Bell et al. 1994a, 1994b, 1998), pero EPA (20:5 n-3) y acido
dihomo-g-linolénico (DHGLA,; 20:3 n-6) también son importantes precursores de
eicosanoides que son capaces de modular la produccién y la eficacia biologica de la

ARA derived eicosanoides (Horrobin 1983, Bell et al. 1994a, Ganga et al. 2005).
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Ademas, el alto contenido de &cido docosahexaenoico &cido (DHA, 22:6 n-3) en las
membranas celulares afecta eicosanoides produccion (Nablone et al. 1990). Este acido
graso es también reconocido como un precursor de determinados bioldgicamente activa
derivados trioxilated (Aleman et al. 1983, Hong et al. 2005). Por lo tanto, el suministro
de precursores poliinsaturados acidos grasos con 18 o mas atomos de carbono y dos o
mas dobles enlaces (AGPI) para la sintesis de eicosanoides esta directamente
relacionados con la composicion de acidos grasos de la membrana fosfolipidos, que a su

vez esta influenciado por la dieta PUFA la ingesta y el metabolismo (Tierras de 1989).

2.9.1. Los &cidos grasos en alimentacion de peces marinos

Los acidos grasos saturados palmitico (16:0) y estearico (18:0) pueden ser
sintetizados de novo por todos los organismos, incluidos los peces (Sargent,1989). Se
sintetizan mediante la unién de unidades de acetil-Coa, que tanto pueden proceder de

una fuente proteica como glucidica (Tocher, 2003).

A partir de los acidos grasos palmitico y estedrico y mediante la accién de un
enzima desaturasa (elimininacion de dos atomos de H aparicién de un doble enlace en la
cadena de C), se obtienen los &cidos grasos palmitoleico (16:1n-7, PO) y oleico (18:1n-
9, OA) respectivamente. Esto proceso también lo pueden llevar a cabo todos los
organismos ( Tocher, 2003). A partir del OA y mediante la accién de desaturasas que
actGan consecutivamente, se forman los acidos grasos linoleico ( 18:2n-6, LA) y
posteriormente linolénico (18:3n-3, LNA) condiderados los precursores del resto de
acidos grasos de cadena larga (>20C). A partir del LA y mediante la accion de dos
enzimas desaturasas y un enzima elongasa (adicion de 2 atomos de C a la cadena ) se

forma el &cido araquidonico (20:4n-6, ARA) y de la misma manera, a partir del LNA se
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forma el acido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), el cual, tras dos elongaciones, una
desaturacion y un acortamiento de la cadena de C, dara lugar al &cido docosahexaenoico
(22:6n-3, DHA). Los acidos grasos ARA, EPA y DHA se denominan poliinsaturados
(PUFA), al poseer mas de dos dobles enlaces en su cadena. Las reacciones de
desaturacion y elongacion que constituyen los pasos en las rutas de sintesis de los
PUFA, se esquematizan en la figura 2.9.1.3. Del grado de actividad de los enzimas
elongasa y desaturasa que levan a cabo estos prosesos, dependeré el que una especie
deba obtener cada uno de los &cidos grasos de su dieta, y de este modo satisfacer sus

requrimientos (Tocher, 2003).

18:0
|
A6 elong A5
18:1n-9—» 18:2n- —»  20:2n-9 —» 20:3n-9 22:5n-6
. T
A12 Acort
A6 elong A5 elong elong A6

18:2n-6 —— 18:3n-6 ——  20:3n-6 — 20:4n-6 — 22:4n-6 —— 24:4n-6 —— 24:5n-6
ARA
Al15

A6 elong A5 elong elong A6

18:3n-3—» 18:4n-3 —» 20:4n-3 —» 20:5n-3 —» 22:5n-3—»  24:5n-3 —» 24:6n-3
EPA

Acort

DHA 22:6n-3

Fig. 2.9.1.1. Ruta de sintesis los &cidos grasos poliinsaturados. (A= desaturasa, elong =

elongasa, acort =acortamiento de la cadena) (Tocher, 2003).

-37-



Introduccion

2.9.2. Requisitos esenciales de los acidos grasos en peces marinos
Los organismos acudticos requieren acidos grasos poli insaturados (PUFA) de
cadena larga y para los peces marinos, los acidos grasos de la serie n-3 se consideran

esenciales. (Watanabe, 1987, 1988).

Los peces marinos contienen grandes cantidades de 22:6n-3 y 20:5n-3 en los
fosfolipidos de sus membranas celulares. Los peces marinos no pueden biosintetizar el
22:6n-3 de novo ni a partir de precursores de cadena mas corta, como el 18:3n-3. Por
lo tanto, 22:6n-3 y 20:5n-3 son los componentes esenciales en la dieta para peces

marinos.

Asi, juveniles de arenque privados de 22:6n-3 tienen un impedimento para
capturar su presa a bajas intensidades de luz cuando las células de la retina son
operativas (Bell, et al., 1995a, b). Por lo tanto, una insuficiencia de 22:6n-3 en la dieta
de larvas de peces marinos es probable que pueda perjudicar el desarrollo neuronal y
visual con graves consecuencias para toda una serie de procesos fisiologicos y de
comportamiento incluso que dependen de del sistema de neuroendocrino. Como se
mostré anteriormente (Sargent et al., 1997, 1999), el 22:6n-3 estd presente en
concentraciones muy altas en membranas células neuronales y visuales, en peces como

en mamiferos.

La pigmentacion anormal es comun en las larvas de peces planos marinos, que
incluyen lenguado japonés, rodaballo y el halibut, que puede ser substancialmente
mejorado si se mejora el nivel de 22:6n-3 en el alimento vivo de las larvas (Kanazawa et
al., 1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al., 1994; McEvoy et al., 1998). Se ha considerado
gue una mala pigmentacion puede ser consecuencia de un mal funcionamiento neuronal

o visual, por ejemplo, del procesamiento anormal de las sefiales visuales, ya sea en el
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propio 0jo, o subsecuente en el cerebro, de la produccién anormal de la hormona
estimulante de melanocitos en el cerebro, de distribuciones sinépticas entre los nervios y
melandforos en la piel. Sin embargo, no hay evidencia experimental directa para
cualquiera de estas posibilidades y esto es igualmente posible que las membranas de los
melandforos determinen la pigmentacion que pueden ser afectados directamente por la

privacion de 22:6n-3.

Una incertidumbre fundamental en cuanto a las causas del sindrome de mala
pigmentacion en peces planos marinos en si la falta misma de 22:6n-3 es la causa
principal. Esta incertidumbre se debe a que gran parte del trabajo original, donde el
suplemento de alimento vivo fue llevado a cabo con aceite de pescado con bajos niveles
de 22:6n-3 con respecto a 20:5n-3, es decir, aceites con una relacion de 22:6n-3: 20:5 n-
3, de alrededor de 1:1, el cual es caracteristico de la mayoria de aceites de pescado
disponibles comercialmente (Navarro, et al., 1999).

La incertidumbre sigue si el sindrome de mala pigmentacién es causado por una
deficiencia de 22:6n-3 0 un exceso de 20:5n-3. El problema es que es practicamente
imposible de manipular el nivel de 22:6n-3 en el alimento vivo suplementado sin que
ello implique alterar el nivel de 22:6n-3. Por otra parte, la incertidumbre se refiere no
solamente al rol del 20:5n-3 como un mayor constituyente de la estructura de
fosfolipidos de las membranas celulares, pero no participa en la produccion de
eicosanoides (3 - prastanoides serie y 5 - leukotrienos serie). Esto a su vez plantea
consideraciones de 20:4 n-6 el precursor importante de eicosanoides (2-prostaglandinas
serie y 4 - leukotrienos serie) en peces como en mamiferos al (Sargent et al., 1997,

1999).
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Dado que los peces marinos no pueden convertir C18 a C20, los &cidos grasos
poli insaturados y porque 20:4n-6 tiene una importante funcion fisiologica en la
produccion de eicosanoides, el 20:4n-6 es por definicién, un &cido graso esencial en
peces marinos. Aunque directamente no hay evidencia concluyente nutricional para que

exista en peces (Castell et al., 1994; Bell et al., 19953, b).

2.9.3. La utilizacion de los &cidos grasos en lenguado senegalés

En cuanto a la nutricién de lipidos en larvas de lenguado senegalés, muy pocos
estudios se centran en los requisitos de acidos grasos y su utilizacion durante el
desarrollo larval hasta el momento (Vasquez et al., 1994; Mourente y Vasquez, 1996;

Morais et al., 2004c; Villalta et al., 2005 a,).

En comparacion con el perfil de &cidos grasos de huevos de otras especies de
peces marinos, los huevos de lenguado senegalés tienen un alto contenido de acido
docosahexaenoico / acido eicosapentanoico (DHA / EPA) la relacion de 4/3, en
contraste con la proporcién de 2/3, que normalmente se encuentran en otras especies
(Morais et al., 2004c). Sin embargo la concentracion absoluta de DHA y EPA en los
huevos de lenguado senegalés no es emuy elevada y ademas es considerablemente
inferior al de otros analisis de especies (Morais et al., 2004c). La composicién del huevo
estd mas probablemente relacionada con la dieta bentdnica de reproductores, sobre la

base de calamar complementado con poliquetos durante la maduracion final.

Como se observO en otras especies, el perfil de acidos grasos de larvas de
lenguado senegalés alimentados con Artemia enriquecida de manera diferente, en

general, reflejé la composicion de su dieta, excepto para el contenido de DHA en larvas.
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(Rainuzzo et al., 1994; Reitan et al., 1994; Pousdo-Ferreira et al., 1997; Estévez et al.,

1999; Villalta et al., 20053,b).

En Morais et al.,, 2004c aunque su nivel fue superior de presas vivas
alimentadas con un mayor contenido de DHA, las larvas siguen presentando acidos
grasos esenciales en cantidades considerables cuando se suministra en pequefias
cantidades en la dieta. Esto es probablemente el resultado de una conservacién selectiva
de DHA presente en el vitello, como la sintesis o conversion (a través de la elongacion y
de saturacion) de la EPA que es poco probable que se produzca a un ritmo suficiente

(Morais et al.,2004c; Villalta et al., 2005 a).

En la actualidad, no hay indicacién de que EPA se utiliza con fines energéticos
ni tampoco como precursor para su elongacion en acido docosapentaenoico (DPA,
22:5n-3) y por consiguiente en acido docosahexanoico (DHA, 22:6n-3). Sin embargo,
los resultados obtenidos en los trabajos de Morais et al. (2004c) no apoyan la hipotesis
de una elongacion y desaturacion de la EPA en DHA, dado que cuando las larvas se
alimentaron con Artemia no enriquecida con DHA, los niveles de EPA y DPA se
conservaron o incluso aumentaron ligeramente, mientras que el nivel de DHA aumento
durante desarrollo larvario. Al mismo tiempo, estos resultados parecen indicar una

fuerte conservacion de los &cidos grasos esenciales en lugar de su biosintesis.

Durante el desarrollo de larvas de lenguado senegalés normalmente hay una
disminucion en concentracion de los acidos grasos, que apoya la idea de que las larvas
de peces tienen un rapido metabolismo y una alta demanda en nutricién, usando los
lipidos como fuente de energia metabdlica, asi como los acidos grasos esenciales

(Vazquez et al., 1994; Mourente y Vasquez, 1996; Morais et al., 2004c).
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Véasquez et al. (1994) y Mourente y Vasquez (1996) demostraron que el total de
los &cidos grasos saturados y mono insaturados se catabolizan como sustratos de
energia, mientras que los acidos grasos poli insaturados se conservan. Morais et al.
(2004c), por otra parte encontrd que los acidos grasos poliinsaturados fueron igualmente
utilizados durante el desarrollo de las larvas y sélo los &cidos grasos altamente

insaturados (HUFA).

Vasquez et al., (1994) y Mourente & Vasquez (1996) sugerieron la existencia de
un requerimiento especifico para ARA en el primera etapa de desarollo larval. Sin
embargo, esto no fue confirmado por el trabajo de Morais et al., (2004c). Pero ARA
estuvo siempre presente en cantidades considerables en la composicion de la larva,
incluso cuando las presas tenian un bajo contenido de ARA. Villalta et al., (2005a)
examino el efecto de las cantidades de ARA en las dietas para las larvas de lenguado
senegalés y no encontré ninguna correlacion entre niveles de ARA y el crecimiento y
supervivencia de las larvas. Sin embargo, dietas incluyendo ARA en grandes
cantidades se encontr6 que afectan de forma significativa la pigmentacion, aumentando

la frecuencia de animales albinos (Villalta et al., 2005a).

Cuando el enriquecimiento de diferentes lipidos fueron evaluados en funcién de
su contenido en larvas de lenguado senegalés, se encontré una correlacion significativa
entre la concentracion en la presas de HUFA o DHA / relaciéon de la EPA y el
crecimiento de las larvas (Morais et al., 2004c). Sin embargo, Villalta et al., (2005b), no
encontrd un relacion significativa entre la dieta y el DHA de crecimiento y la
supervivencia de las larvas de lenguado senegalés. De hecho, las larvas de lenguados
pueden crecer con Artemia no enriquecida que presenta un nivel muy bajo de &cidos
grasos (Morais et al., 2004c, 2005 a,b). Segun Morais et al. (2004c), un mejor

crecimiento fue alcanzado con Artemia no enriquecida, que con Artemia enriquecida
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con stper HUFA que es un producto comercial de enriquecimiento que induce un

mayor nivel de HUFA 'y en la relacion DHA/EPA.

Otros resultados de Morais et al. (2006), muestran que en lenguados
alimentados unicamente con Artemia enriquecida en mayor o menor dosis de una
emulsion de aceite de soja (deficientes en acidos grasos esenciales) o una emulsién de
aceite de 16 a 32 dpe. Hubo una ligera tendencia en una disminucion para el crecimiento
con la dieta de aceite de soja, pero esto fue sélo significativo para la Artemia

enriquecida con una dosis baja de aceite de soja.

Por lo tanto, parece que las larvas de lenguado senegalés son menos exigentes en
requerimientos nutricionales para (n-3) HUFA, gque contrariamente a la mayoria de las
larvas de peces marinos no pueden ser criados con una dieta deficiente en HUFA.
Resultados similares se encontrd en otros peces planos, como el Europea lenguado
comun (Solea solea), lenguado japones (Paralichtys olivaceus) donde el crecimiento y
las altas tasas de supervivencia se puede lograr con las dietas, casi deficientes en DHA,
siempre que hubiera una suficiente disposicion de la EPA (Howell y Tzoumas, 1991;
Dickey- Collas y Geffen 1992; Izquierdo et al., 1992). Sin embargo, los peces planos
con otros por lo general mas en la etapa larvaria, como el lenguado y rodaballo
requieren un suministro en la dieta de HUFA para el crecimiento y desarrollo normal

(Bell et al., 1985; Copeman et al., 2002).

2.9.4. Efecto de los acidos grasos en desarrollo esquelético en peces marinos

La mayoria de las deformaciones esqueléticas y problemas pigmentarios
aparecen durante las fases larvaria y juvenil, es decir durante un corto periodo de tiempo
donde diversos procesos bioldgicos influyen en la organogénesis, morfogénesis y

metamorfosis del animal. En general, las larvas de peces marinos eclosionan con un
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estadio de desarrollo menos avanzado que el de los vertebrados superiores, lo que
implica que la secuencia del desarrollo del sistema esquelético y pigmentario en
teledsteos sea considerablemente deferente a la de estos. Las deformidades esqueléticas
y problemas de despigmentacion pueden ser causadas por diversos motivos, siendo la

nutricién uno de los mas importantes (Gisbert et al., 2008).

El a porte de los lipidos en la dieta es fundamental para satisfacer los
requerimientos en acidos grasos esenciales el manteamiento de la integridad y fluidez de
membrana célula, el transporte de vitaminas liposolubles y el suministro de energia
(Guillaume et al., 2002). El tejido 6seo de los peces puede llegar a contener del 24 al
90% en peso de lipidos; ademas, los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) son

elementos celulares importantes en todos los tejidos.

Determinados PUFAs como el acido araquidonico (ARA), eicosapentanoico
(EPA) y linolénico, son precursores de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, dos
tipos de eicosanoides que entre sus funciones fisiologicas se encuentran la de regular el
metabolismo de las células dseas. Las prostaglandinas estimulan la reabsorcion del
hueso a través de los osteoclastos, aunque también estan implicadas en la sintesis de
nuevo tejido (osteoblastos) y matriz Osea, al regular la sintesis de factores del
crecimiento (IGFs). En este sentido se ha demostrado que larvas de lubina alimentadas
con dietas que contienen 1,1 y 2,3 % de EPA y DHA en la fraccion lipidica (13%
fosfolipidos) mostraron un buen crecimiento, desarrollo y una baja incidencia de
deformaciones esqueléticas, en comparacién con otras alimentadas con 4.8% de los
citados &cidos grasos, donde la incidencia de animales deformes (escoliosis, compresion
y deformacion vertebral, y deformaciones del esqueleto faringeo) fue del 43% de los

animales. El efecto de dichos nutrientes sobre la esqueleto génesis vendria dado por una
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alteracion de diversas familias de genes morfogenéticos que regulan el desarrollo y

formacion del hueso (Villeneuve et al., 2005b).

Recientemente se ha puesto de manifiesto que los lipidos pueden tener un efecto
toxico en un periodo muy corto de tiempo, al existir ventanas en el desarrollo, en las
que las larvas son muy sensibles a desequilibrios nutricionales relacionados con la
fraccion lipidica de la dieta (Villeneuve et al., 2006). En este sentido, los autores
anteriores evaluaron el efecto de un exceso de estos acidos grasos desde el inicio de la
alimentacion exogeno hasta 13 dias. Anteriormente la plasticidad en el namero de
vértebras se habia asociado a la temperatura (Lewis et al., 2004) y a los procesos de
triploidia (Kacem et al., 2004), y ha sido a partir del estudio de Villeneuve et al., (2006)
que se ha demostrado un claro efecto de la dieta en la diferenciacion de la columna

vertebral y la formacion de cuerpos vertebrales.

Finalmente no hay que olvidar que los PUFAs son moléculas altamente
susceptibles al stress oxidativo degradandose por peroxidacion lipidica. La peroxidacién
conlleva la formacion de radicales libres altamente toxicos para la célula que pueden ser
responsables de alteraciones en el patron normal de desarrollo y crecimiento del
organismo (inhibicion del formacion de osteoclastos), resultando en importantes
malformaciones esqueléticas (Fontagné et al., 2006; Lall y Lewis- McCrea, 2007).
Ademas, durante el proceso de autooxidacion, hidroxiperdéxidos, aldehidos y cetonas;
que reaccionan con otras ingredientes de la dieta (vitaminas, proteinas, y otros lipidos)
disminuyendo su valor bioldgico y disponibilidad durante la digestién, hecho que
también puede afectar al proceso de desarrollo del sistema esquelético (Gisbert et al.,

2008).

-45 -



Introduccion

2.9.5. Sistema digestivo en lenguado senegales

En general, la digestion de los peces teledsteos se caracteriza por un conjunto de
procesos quimicos por los que algunas enzimas especializadas catalizan la ruptura de las
moléculas que componen los alimentos en compuestos simples y pequefios para que
puedan atravesar las membranas celulares y ser incorporados en los tejidos corporales.
Las proteinas son digeridas por la hidroélisis de un grupo de enzimas proteoliticas que se
denominan proteasas (p.ej. pepsina, tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasa,
Aminopeptidasa) y que actuan rompiendo los enlaces peptidicos. La digestion de las
proteinas sufre diversas alteraciones a lo largo del desarrollo larvario (Cahu y Zamboino
Infante, 1994). Las larvas al principio del desarrollo no poseen estdbmago (carecen
digestion acida), aunque, se ha observado la digestion de las proteinas en la regién
posterior del intestino. El incremento de la longitud del intestino les permite un mayor

tiempo de digestion de las proteinas, compensando la carencia de una digestion acida.

El lenguado senegalés presenta un rapido desarrollo del sistema digestivo. De un
segmento sélo tubular, cerrada en ambos extremidades (boca y el ano), con histologia

indiferenciada por un epitelio cilindrico.

Las larvas de lenguado se desarrollan en la primera alimentacion (dph), un tracto
digestivo en espiral, histolégicamente funcional dividido en diferentes secciones: la
cavidad bucal, faringe, el estomago, el anterior y posterior intestino (Ribeiro et al.,
1999a).Comparacion en la diferenciacion del tracto digestivo en el momento de la
primera alimentacién también ha sido descrito para lenguado, rodaballo, limanda
(Limanda limanda), dorada y lubina. ( Vu, 1983; Cousin y Baudin —Laurencin, 1985;
Boulhic y Gabaudan, 1992; Kjorsvik y Reiersen, 1992; Segner et al.,1994; Bisbal y

Bengtson, 1995; Sarasquete et al.,1995; Baglole et al., 1997).
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El pancreas y el higado también se desarrollan antes de la primera alimentacion
en lenguado senegalés. En larvas de lubina europea, los granulos zimogeno aperecen en
la mitad del periodo de alimentacion enddgena y se convierten en abundantes al inicio
de la alimentacion exdgena (Beccaria et al., 1991). Granulos de Zimdgeno se detectaron
en pancreas por primera vez a los 2 dpe de platija japonesa utilizando anti-tripsinogeno ,
un dia antes de la primera alimentacion y en ese momento se observaron el conducto
pancreatico.La ausencia de un estdbmago funcional en la primera alimentacion indica
una fuerte dependencia en el lenguado senegalés de las enzimas pancreaticas para la
digestion de proteinas (proteasas alcalinas), como se observa para la dorada, lubina,
rodaballo y lenguado de Dover (Vu, 1983; Cousin y Baudin-laurencin 1985; Boulhic y
Gabaudan, 1992; Kjarsvik y Reiersen, 1992; Segner et al., 1994; Sarasquete 1995).La
capacidad digestiva de lenguado aumenta Unicamente durante el desarrollo mediante el
aumento del volumen disponible para la digestion y el area de absorcion, a través del
alargamiento del tubo digestivo, el aumento mucosa intestinal del tamafio y numero de

pliegues.

El lenguado senegalés presenta una actividad de enzimas digestivas antes de
abrir la boca, lo que indica una capacidad de eficiencia en la actividad especifica de
varias enzimas digestivas como la tripsina, amilasa, fosfatasa alcalina, luecina alanina,
aminopeptidasa, patrones similares en todo el desarrollo, caracterizado por una fuerte
variacion en los primeros 10 dias disminuyendo a un valor bastante estable en las etapas
posteriores del desarrollo (Ribeiro et al., 1999b). Este patrdn de la variacion también fue
descrita para la lubina europea, la dorada, la corvina.(Zambonino-Infante y sereno, 1994
a; Moyano et al., 1996; Buchet et al., 1997; Ribeiro et al., 2005) y especifica en las
primeras etapas larvarias de los peces (Zambonino infante y Cahu, 2001). Establecer

mecanismos podria retrasar el desarrollo larvario y afectar la aparicion de las funciones
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de secrecion del pancreas en lenguado senegalés, pareciera tener plenamente en
funcionamiento los mecanismos de secrecién pancreatica antes del 21 dpe , lo que
indica un momento en que una dieta inerte adecuada podria introducirse (Ribeiro et al.,
1999b). Otra caracteristica importante en la fisiologia digestiva de lenguado es la
maduracion de los enterocitos aldredor de 25 dpe, lo que es indicio de una forma adulto
de la digestion que se refleja por la aumento de la actividad de las enzimas del borde en
cepillo ( fostasa alcalina y aminopeptidasa) y al mismo tiempo que disminucion de la

actividad de la enzima citosolica leucina alanina peptidasa. (Ribeiro et al., 1999).

La actividad de la pepsina solo se observd en post larvas de lenguado de mas de
35 dpe (Ribeiro et al., 2002).A lo largo del desarrollo del lenguado, la actividad de la
tripsina (enzima pancreatica) disminuye (Person, 1993) este hecho esta correlacionado
con el desarrollo del estomago (aparicién de las glandulas gastricas) y consecuente
aumento del actividad de la pepsina (YUfera et al., 2004), mecanismo mediante el cual
la larva/juvenil optimizara la digestion de los compuestos proteicos, sin necesitar de la
sola contribucion de la tripsina. La digestion de los carbohidratos comienza en el
estdmago con la presencia de amilasas (polisacaridasa). Esta digestion continta en el
intestino mediante las amilasas contenidas en el jugo pancreatico. La actividad de la
amilasa, otra enzima pancreatica, se ve disminuida a lo largo del desarrollo en parte por
la disminucion de los requerimientos en carbohidratos. Fue demostrado en diversas
especies, incluyendo la lubina (Cahu y Zamboino Infante, 1997) y el lenguado (Ribeiro
et al., 1999), que la actividad de los enzimas intestinales (del borde del cepillo)
incrementa con la edad de los animales, pudiéndose considerar como un indicador del
grado de maduracion del intestino. La disminucién, con la edad, de determinados
enzimas pancreaticos y el aumento de los enzimas intestinales como la fosfatasa alcalina

y la aminopeptidasa del borde del cepillo de los enterocitos, es caracteristico de una
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maduracion normal esta region del tracto digestivo (Henning, 1987). La digestion a

nivel de la membrana del borde del cepillo, representa el modo adulto de digestion.

En este estudio todos los resultados de la actividad de los enzimas se expresaron
por proteina (mU/mg Proteina). A nivel ontogénico, se observo que los enzimas
pancreaticos disminuyeron su actividad con el paso del tiempo en algunas emulsiones,
mientras que los enzimas intestinales aumentaron su actividad y que los enzimas
pancreaticos presentaron una menor actividad (mU/mg Proteina) relativamente a los

enzimas intestinales.

El patron de variacion de la actividad de la tripsina observado en este estudio fue
similar al descrito anteriormente en algunas emulsiones, pero dicha actividad aumento
también en algunas emulsiones. El patron de variacion de la actividad de la amilasa y
lipasa, en este estudio, es igual a la de otra especies como la lubina y la especie
Theragra chalcogramma (Zambonino-Infante y Cahu, 1994a; Oozeki y Bailey, 1995).
Se pudo observar que ambas enzimas pancreaticas disminuyeron sus actividades con la
edad. El patron de variacion de la actividad de la leucina alanina observado en este
estudio fue similar al descrito anteriormente y su actividad se parece actividad de
fosfatasa alcalina. La actividad de la fosfatasa alcalina se aumento constante hasta el dia
30, lo que nos indica que la funcionalidad del intestino es similar a diferentes edades
(Ribeiro, 1999). La actividad de esta enzima disminuyé a partir del dia 30 dpe. La
actividad de la aminopeptidasa disminuyé constantemente en algunas emulsiones hasta
el dia de 30 y su actividad se aumenté en el dia 38 dpe. Dicha disminucién podria venir
explicada por el cambio en la dieta que esta sometido el animal (destete), puesto que al

final del experimento los niveles se recuperan.
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En relacidn al efecto de distintas emulsiones sobre el desarrollo y funcionalidad
del sistema digestivo, los resultados parecen indicar que estas emulsiones no afectaron

de forma negativa al desarrollo normal de larva.
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3. Objetivos
El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la Artemia enriquecida con

las distintas emulciones y/o enriquecedores comerciales sobre :

El desarrollo de las larvas del lenguado senegalés (Solea senegelensis) en funcion de

Su

+ Crecimiento (talla y peso seco)

+«+ Supervivencia

+« Maduracién del sistema digestivo (actividad enzimas pancreaticas e
intestinales)

+« Metamorfosis (migracion del 0jo)

+«+» Composicion bioquimica

La calidad larvaria

% Incidencia de malformaciones esqueléticas

Esta informacion sera de gran utilidad para aumentar nuestro conocimiento en los
mecanismos nutricionales reponsables de la aparicion de malformaciones esqueléticas y
problemas pigmentarios en esta especie y que pueden afectar a la rentabilidad del

proceso productivo.
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Material y métodos

4. Material y métodos

El presente trabajo fue desarrolado en Centre de Sant Carles De La Répita —
Institut Recerca i Tecnologia Agroalimentaries, SCR-IRTA (Unidad de Cultivos
Experimentales) (fig. 4.1). El trabajo se repartio en dos fases, la primera fase, dedicado
al cultivo lavario, la segunda fase, dedicado al analisis de los resultados, desde

diciembre 2009 hasta febrero 2010.

Fig.4.1 Vista aérea de las instalaciones de Sant Carles de la Rapita— Institut Recerca i

Tecnologia Agroalimentaries, IRTA-SCR, donde se ha llevado a cabo este estudio.

El experimento que se describe a continuacion fue realizado dos veces por las
causas que se describen a continuacion. En un primer ensayo realizado durante
julio/agosto de 2009, a mediados del experimento (20-25 dpe) se detect6 un brote agudo
de Flexibacter (temperatura agua: 20-21°C) que afecté dramaticamente el resultado de
crecimiento, supervivencia y calidad larvaria. A la vista de los hechos, el trabajo fue
interrumpido a la 30dpe, decidiéndose repetirlo en otofio, cuando la temperatura del

agua no fuera tan elevada.
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4.1. Disefio experimental

Para evaluar efecto de la artemia enriquecida con distintas emulsiones
comerciales sobre el crecimiento y desarrollo esquelético de larvas del lenguado se
establecieron 6 grupos: ES (Easy Selco®©, INVE ), ES/2 (Easy Selco©, INVE diluido
con aceite de oliva 2/3 % ), RP (Red Pepper©, BERNAQUA), AGG (Aquagrow Gold,
ABN), AGD (aquagrow DHA, ABN), MG (Multigain, BIOMAR). El nivel de Easy
Selco© contenido en el enriquecedor comercial se ha utilizado como valor control.
Estos 6 tratamientos contienen aproximadamente el mismo nivel de HUFA n-3/n-6 y
DHA: EPA vy con diferentes gradientes de la vitamina A. Las emulsiones/productos

enriquecidores comerciales usados presentan las siguientes caracteristicas (Tabla

4.1.1)).
Cruda Vit. A Vit. D3 Vit.E Vit.C DHA/EP
lipidos (1U/kg) (1U/kg) A
(%)
Easy selco 67% 1.500.000  150.000  3.600 mg/kg 800 mg/kg 1
M
INVE
AGG QBN 47 % 6,380.0 - - - 1
AGD @BN 35% 2177,2 - 49,8 ppm 250,00 1
ppm
Red pepe 135% 50.000 10.000 1500 ppm 13.500 ppm 0,05
BERNAOUA

Multi gain 44% 150.000 30 0,58 % 5,1% 0,1

Tabla 4.1.1. composicion de las emulsiones que usaron para enriquecer Artemia.
(Composicion segun de los fabricantes que producen las emulsiones/enriquecedores

ensayados).
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Las emulsiones se mezclaron, en distintas cantitades segin los casos e
indicaciones de los fabricantes, A los productos anteriormente, se afiadio aceite de oliva
y agua destilada y se procedié a emulsionar mediante la accion de un Ultra-Turrax T 25

(IKA, Alemania) durante 120 segundos.

4.2. Produccion y enriquecimiento de presas vivas
4.2.1. Enriquecimiento de rotiferos

El cultivo de los rotiferos se mantiene continuamente en la seccion de cultivos
auxiliares de la hatchery en el SCR-IRTA. (Fig. 4.2.1.1). Diariamente, se extrajeron
varias alicuotas de 1ml para hacer un recuento de la cantidad de rotiferos existentes en
los tanques de cultivo y asi calcular el volumen de rotiferos necesarios en cada una de
las tomas. De estos tanques se extrajeron diariamente el nimero necesario de rotiferos
para los tanques del cultivo larvario. A fin de eliminar restos de fitoplancton y reducir la
carga bacteriana, los rotiferos cosechados se lavaron con agua marina filtrada. Los

rotiferos cosechados se depositaran en tanques de 100 L para su enriquecimiento.

Fig.4.2.1.1. Sala de cultivos auxiliares del IRTA. A la izquierda cultivo de micro algas

y a la derecha cultivo de rotiferos y Artemia
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La densidad utilizada para el enriquecimiento del rotifero fue 250 rotiferos mL™
y la cantidad de enriquecedor 0,15 g de Easy Selco L™ segun indicaciones del
fabricante. Los rotiferos fueron enriquecidos bajo fuerte aireacion y suficiente aporte de
oxigeno. Tras el enriquecimiento se lavaron con agua de mar y posteriormente con agua
dulce, ambas tratadas con luz U.V. para eliminar el exceso de grasa del enriquecedor y
carga bacteriana.

4.2.2. Enriquecimiento de Artemia

Diariamente se calcul6 la cantidad de quistes de Artemia a poner a eclosionar y a
enriquecer en dias posteriores. Una vez los quistes eclosionados, éstos eran puestos a
enriquecer segun la necesidad requerida para cada tratamiento. Se realizaron varias
alicuotas de 1ml para hacer un recuento de la cantidad de Artemia eclosionada y asi
calcular la cantidad (el volumen) de nauplios de Artemia necesaria diariamente para

cada tratamiento y toma.

Los nauplios recién eclosionados se obtuvieron por simple decantacion fueron
lavados en H,O dulce y se transfirieron a 6 tanques plasticos de 100 | cada uno,
provistos de agua salada, oxigeno y de suficiente aireacién y fueron enriquecidos con

las emulsiones experimentales durante 16 horas a 28,5 °C.
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Fig. 4.2.2.1. Imagen de los tanques usados para enriquecer los nauplios de Artemia.

En cada cubo se enriquecio la Artemia con las emulsiones experimentales con
las distintas emulsiones de enriquecedores. (Easy Selco, Eeasy Selco/2, Red Pepper,

Aguagrow Gold, Aguagrow DHA 'y Multigain).

Una vez enriquecidos, los nauplios se limpiaron con agua dulce para eliminar
exceso de grasa (emulsion / enriquecimiento) y posible carga bacteriana. Seguidamente
se procedid a la alimentacion de las larvas con las cantidades adecuadas para cada
tanque repartidas en dos tomas diarias. La cantidad de nauplios a repartir en las demas
tomas se mantuvo a 4 °C con suficiente aireacion para evitar el desenriquecimiento de la

Artemia.

Desde el dia de 20 dpe, los nauplios de Artemia enriquecidos fueron congeladas
a — 20 °C en cubos de hielo (2x2cm) antes de ser distribuidos a las larvas, cada cubo

contenia la cantidad de nauplios de Artemia necesaria para cada toma (mafiana/tarde)
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4.3. Cultivo larvario

Este experimento ha sido desarrollada en la sala de larvario de las instalaciones
de la hatchery del IRTA-SCR (fig.4.3.1.), que se encuentra aislada de las demas areas
de la hatchery y que contiene 24 tanques cilindricos de fondo plano, de fibra de vidrio,
de 100 L cada uno. Todos los tanques estaban conectados a un modulo de recirculacion
de agua provisto de filtro mecéanico de hasta 1um, filtro biologico y filtro U.V a fin de
mantener las condiciones fisico-quimicas y microbioldgicas del agua (Carbé et al.,

2003).

Fig.4.3.1 Sala de cultivo larvario de las instalaciones de la hatchery de el IRTA-SCR

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 18 tanques (3 réplicas por cada
tratamiento) pintados de color gris claro. Todos los tanques estaban provistos de
entradas y salidas de agua y de aireadores. Tanto las tuberias como los aireadores
contenian valvulas para regular la cantidad de agua y aire que entraba en cada tanque.
La entrada de agua a los tanques estaba situada al nivel de la superficie. Los aireadores

estaban situados junto al desague central (unos 5 cm por encima del desague inferior).
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Fig.4.3.2 .Tanque de la sala de larvario provisto de entrada de agua, desagtie central,

malla y aireador.

El desagle central de cada tanque consistia en un tubo cilindrico que contenia
una malla que no permitia la salida de toda la comida no ingerida por las larvas se
cambié el tamafio de la malla de este desaglie desde el principio hasta el final del
experimento con el fin de adaptar el proceso de alimentacion con el desarrollo del
cultivo. Al principio se utilizé una malla de 150 um para evitar que se escaparan el
fitoplancton y las presas vivas (rotifero). A partir del dia 10 post-eclosion (dpe) se

cambid a mallas de 300 um para evitar que se escaparan los nauplious de Artemia.

Diariamente y durante el experimento las mallas fueron limpiadas con agua
dulce para prevenir su obstruccion y el acimulo de materia organica. A fin de mantener
la limpieza de los tanques, el fondo de los tanques fue sifonado siempre que fue

necesario.

Los huevos de lenguado utilizados en el presente experimento fueron donados

por la empresa Stolt Sea Farm (en la Corufia; Espafa). Estos fueron transportados desde
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la empresa hasta el IRTA-SCR, en cubitainers de 25 L de volumen y eclosionaron

durante el transporte, llegando a muestras instalaciones IRTA-SCR en el 1 dpe.

Fig.4.3.3. Cubitainers donde los huevos del lenguado fueron transportados hasta las
instalaciones del IRTA.

Antes de transferir las larvas de los cubitainers a los tanques, se realiz6 un
periodo previo de aclimatacion térmica, luminica, de las larvas, después de la
aclimatacion se repartieron las larvas en los 18 tanques de 100 I de fondo plano, a una
densidad de 79 larvas I en cada tanque.

Unas horas antes de trasladar las larvas a los 18 tanques de 100 I, se afiadi6 4L
(2-9 dpe) de la fitoplancton, una cantidad suficiente para dar una coloracion verde suave
al agua. Esta técnica denominada técnica de agua verde, es utilizada para mejorar el
comportamiento depredador de las larvas (Naas et al. 1992), para disminuir el estrés de
las mismas en el periodo en que no han abierto la boca y para al mismo tiempo
alimentar el rotifero y evitar que este pierda sus caracteristicas nutricionales y mejorar
la calidad del agua (efecto bacteriostatico) (Howell, 1979). Esta técnica fue utilizada

hasta el dia 9 dpe.
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4.3.1. Condiciones fisico —quimicas durante el cultivo

El fotoperiodo ideal segin Cafavate y Fernandez-Diaz (1999) para el cultivo del
lenguado seria de 16L: 80, sin embargo por la reparticion de las tomas de alimento
enriquecido, el fotoperiodo utilizado fue de 14:10 (desde las 8h de la mafiana hasta las
22h). Ademas de las luces existentes en la sala del cultivo larvario, los tanques estaban
iluminados con lamparas colocadas por encima del centro de cada tanque. La intensidad

de la luz en el centro de la superficie del agua de los tanques era de 500 lux.

Los parametros ambientales utilizados cominmente para el cultivo del lenguado
senegalés son Temperatura 20,02+1 °C vy salinidad de 35 + 1 gL™ (Cafiavate y
Fernandez-Diaz, 1999; Dinis et al., 1999; Fernandez-Diaz et al., 2001; Morais et al.,
2004b; Canavate et al., 2006). En este cultivo la temperatura del agua estuvo
20,02+2,81 °C y la salinidad del agua a 35 + 0,95 gL, el oxigeno disuelto cercano al

100% en saturacion (7,45%1,26 ppm) y el pH 8,0 £0,3

Al dia 2 dpe se mantuvo un caudal minimo de 0,04 | min™ equivalente en los
tanques tanques a un 10% de renovacion del agua, hasta la mitad del dia, quedando
después en circuito cerrado, Entre el dia 3 y 4 se renovo por la noche, el 100% del agua
de los tanques. A partir del dia 5 dpe hasta el dia 10 se subié la renovacion diaria del
agua a un 30 %, lo equivalente a un 0,02 | min™ el dia 11 en delante se mantuvo una

renovacion diaria de agua del 150 %.

4.3.2. Protocolo de alimentacion larvaria

El régimen alimentario utilizado para el cultivo larvario del lenguado
senegalés es muy variado, habiendo diversas pautas de alimentacion para el cultivo
larvario de esta especie. Teniendo en cuenta las pautas de alimentacion utilizadas por

Cafiavate et al. (2006) y Villalta (2007) y teniendo en cuenta los estadios de desarrollo
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del lenguado (Villalta, 2007) se ajustd la pauta de alimentacion utilizada en este

experimento segun se encuentra representado en la fig. 4.3.2.1.

Rotiferos, fueron utilizados como primera presa en la secuencia de alimentacion
larvaria. Los rotiferos fueron afiadidos a todos los tanques de cultivo a una densidad de
1.10 © rotiferos por tanque (10 rotiferos mL™) desde el dia 2 dpe hasta el dia 9dpe. La
densidad de rotiferos fue ajustada 2 veces al dia (10:00 y 15:00), a 10 rotifero mL™ en
cada toma. Del dia 7dpe hasta el dia 9 dpe se empez0 a bajar la cantidad de rotifero en
todos los tanques a 5 rotifero mL™ (2,5 rotifero mL™ en cada toma) finalizando asi el

periodo de alimentacion con rotiferos.

*6 enriguecedores comerciales sobre larvas de lenguado (Solea senegalensis)
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1.10° roytanque 0,5.10° rot/tanque
fa o M)
Rotifero 12 MNA/MI
0.5 NA/ML MNA/mL| 4 MNA/mL 6 MNA/mL 6 |
20 004 300000 | 400 000 600 000 12.10
NA/t MNA/tanque MNA/tanfue MNA/tanque | MNA/tanque
anqlie K N
Artemia

18 tanques de 100L, suministro 2 veces al dia, NA : naupli de Artemia, MNA: métanauplio de Artemia

Fig. 4.3.2.1. Protocolo de la alimentacion utilizado, para las larvas del lenguado

senegaleés.
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Al aumentar el tamafio de la boca de las larvas, la alimentacion de las larvas fue
cambiando gradualmente. La utilizacion de los nauplios de Artemia como presa tiene
como ventajas la rapida y sencilla disponibilidad de los nauplios, una buena
digestibilidad, una cuticula delgada, el color llamativo y una buena palatabilidad
(Monroig, 2006), si bien su valor nutricional no se ajusta a los requerimientos
nutricionales de la larva y éstos han de ser enriquecidos con emulsiones especialmente

disefiadas para este fin.

Al dia 8dpe, se empez6 a afiadir Artemia a los tanques a una densidad de 0,5
nauplios de Artemia (NA) mL™1. Al dia 9 dpe, se finalizo la alimentacion con rotiferos,
incrementandose la densidad de metanauplios a 3 MNA mL hasta e dia 14 dpe. Del dia
15 al 21 dpe, se incremento la cantidad de 3SMNA a 4AMNA mL™; del dia 22 al 30 dpe se
incremento la cantidad de 4AMNA a 6MNA mL™; del dfa 31 al 38 dpe se incremento la

cantidad de 6MNA a 12 MNA mL™ .

La densidad de Artemia fue ajustada en los tanques de cultivo una media de 2
veces al dia (10:00 y 15:00). Desde el dia 20 dpe, la Artemia enriquecida se distribuyd
en forma congelada. En esta etapa las larvas en su mayoria han completando su
metamorfosis y la migracion del ojo. Estas larvas son bentonicas y se alimentan de la

Artemia que encuentran en el fondo del tanque.

4.3.3 Muestreos y analisis
4.3.3.1 Longitud y peso seco
Al dia 4, 10, 15, 22, 31 y 38 se tomaron muestras de 30-40 larvas de cada uno

de los 18 tanques que se destinaron al analisis de la longitud estandar y del peso seco.
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La longitud estandar, medida desde la extremidad anterior hasta la flexion del
urostilo, se realizé mediante una lupa de diseccion (Nikon SMZ 800) y un analizador de
imagenes (Anélisis, SIS GMBH, Alemania).

Para calcular su peso seco, las larvas se lavaron con agua destilada para eliminar
la sal y se dispusieron en cubre objetos de vidrio previamente pesados. Seguidamente se
dispusieron los cubreobjetos con las larvas dentro de una estufa (UNB400, Memmert,
Alemania) a 60°C durante 24 h. El peso seco se midi6é con una precision de 1 g a con

una balanza de precision Sartorius.

Fig 4.3.3.1.1. Imagen de los cubreobjetos usados para para calcular el peso seco de las

larvas.
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4.3.3.2. Supervivencia

La supervivencia determind al fin de la experiencia, mediante el contaje de los
individuos supervivientes en relacion al namero inicial introducido en cada tanque y

teniendo en cuenta las muestras tomadas a lo largo del experimento.
4.3.3.3. Grado de migracion del ojo (Metomorfosis)

Para evaluar el grado de migracion del ojo se observo el estadio de desarrollo de
40 larvas por tratamiento, (10 larvas por cada tanque ) teniendo en cuenta la posicion

del ojo izquierdo durante su migracion hacia el lado derecho (Villalta, 2005c).

Substage 3¢

Stage 2

{l

Substage 3b

Fig 4.3.3.3.1. Posicion de los ojos durante las distintas fases de la metamorfosis de S.
senegalensis (Villalta, 2007).
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4.3.3.4. Bioquimica
4.3.3.4.1. Extraccion de lipidos totales

Al dia 10 y 38 se tomaron muestras para su analisis bioquimico de Artemia
enriquecida y larvas de lenguado. Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su
analisis. Se ha realizado el analisis bioquimico de las distintas emulsiones y de las
presas vivas. Los lipidos de los tejidos y dietas fueron extraidos mediante solventes
organicos. Los lipidos totales de las presas vivas enriquecidas y de las larvas fueron
extraidos en C: M (2:1, v: v), segun el método de Folch et al. (1957). Para realizar la
transmetilacién catalizada por acido se siguié el método de Cristie (1982). EI método

seguido se describe a continua:

Se pes6 500 mg de cada una de las muestras con una aproximacion de dos
decimales y se afiadieron 5 ml Cloroformo: Metanol, durante todo el proceso se
mantuvieron los tubos sumergidos en hielo. Se homogenizaron las muestras durante 1
minuto a 2400 rpm, Yy sonicaron durante 30” con pulsos de 5” y se afiadieron 5 ml
Cloroformo: Metanol y 2,5 ml 0,88% KCI. Posteriormente, se agitaron energicamente y
dejaron reposar durante 1hy se centrifugaron a 1300 rpm durante 5 minutos a 4°C .

Después de su centrifugacion, se extrajo el sobrenadante y filtré el resto y se
evaporé con nitrégeno gas. Se peso un vial de 2 ml para cada muestra y transfirio a los
viales pesados y evapord con nitrogeno. Despues de evaporar, Los tubos se desecaron
durante de la noche. Postariormente, se pesaron los viales y calcularon los lipidos y

conservaron C:M+BHT a una relacion de 10 mg/ml.
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4.3.3.4.2. Preparacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos

El anélisis de los acidos grasos se realizé por cromatografia de gases, para lo que
es necesario obtener los esteres metilicos, este proceso, denominado transmetilacién

catalizada por &cido, se llevo a cabo mediante el método de Christie (1982).

Para la transmetilacion, después de marcar tubos de 15 ml, se afiadieron el
estandart interno (1 mg/ml de 21:0, hexaecosanoico) (500 pg de lipidos totales para 50
ug de standart interno). Afadio 50 pl de la muestra de lipidos totales (conservada a una

relacion de 10 mg /ml).

Después de evaporar todo con nitrégeno gas, se afiadié 1 ml de tolueno y
afiadieron 2 ml de una solucion recien hecha de H,SO, al 1% en metanol se mezclaron
los tubos en un agitador y se llend el espacio sobrante con nitrégeno gas, los tubos se
pusieron en un bloque calentador a 50 °C durante toda la noche, periodo durante el cual
tuvo lugar su transmetilacion.

Posteriormente se anadio a cada tubo 2 ml de KHCO; al 2 % y 5 ml de
hexano:eter (1:1) + BHT, y mezlandose durante 10-20 segundos. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a 2000 rpm.

La fase superior se transfirio a un tubo limpio y marcado usando una pipeta
Pasteur, y se afiadieron otros 5 ml de hexano:eter (sin BHT) mezclandose y
centrifigandose a 2000 rpm . Los tubos se evaporaron con dos fases combinadas usando
nitroégeno. los metiésteres con 0,5 ml de Cloroformo:Metanol+BHT vy se transfirieron a

un vial de 2 ml. y se evaporaron se recogieron los tubos con nitrogeno.

Los &cidos grasos se analizaron mediante cromatografia gas-liquido en un
cromatégrafo Thermo Finnigan TraceGC (Reino Unido) equipado con una columna

capilar BPX70 (30m x 0,25 mm id; SGE, Reino Unido). Se utiliz6 un gradiente térmico
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de dos fases, desde 50 °C (temperatura de inyeccién) a 150 °C increment6 a 40 °Cmin™,
posteriormente incrementé 2°C min™ para detenerse durante 5 min a 225 °C. Como fase
moévil se utilizé helio en flujo constante (1,1 ml min™, tanto en la inyeccién como en el
detector de ionizacion de llama a 250 °C. Los &cidos grasos fueron identificados
mediante comparacion con estandar (Supelco Inc., Madrid) y con aceite de pescado bien
caracterizado. Fueron cuantificados por el programa Chromcard para Windows (Thermo
Finnigan, Reino Unido) el cual utiliza promedios del factor de respuesta del estandar

interno, 21:0.

Fig.4.3.3.4.2.1. Imagen del cromatégrafo Thermo Finnigan TraceGC usado para la

cuantificacion de los &cidos grasos.

4.3.3.5. Estudio de las deformaciones esqueléticas

El método més generalizado para el estudio de deformaciones esqueléticas en
larvas de peces es el basado en la tincion selectiva de los tejidos 6seos y cartilaginosos
por colorantes especificos como el rojo de alizarina S y el azul alcian, respectivamente.

Asi, el rojo de alizarina S tifie la matriz mineralizada del hueso, mientras que el azul
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alcian colorea los condrocitos y matriz cartilaginosa. Larvas de 38 dpe, (30-40 por
tanque) fueron coloreadas por la técnica de doble tincion con azul alcian y rojo de

alizarina (Darias et al., 2009). Segun el protocolo que se detalla mas abajo;

24 Fijacion: 30-40 larvas se muestrearon de cada tanque y fueron conservadas en
formol al 40% durante al menos 24 horas.

24 Rehidratacion: Los individuos fueron rehidratados 2 veces en 50% etanol durante
15 minutos y después lavados en agua destilada 2 veces durante 5 minutos.

S Tinciéon Cartilago: Las larvas fueron coloreadas durante 60 minutos con una
solucion azul alcian (80% alcohol al 95° y 20% &cido acético).

24 Neutralizacién: El exceso de acido fue neutralizada en los tejidos por incubacion de
muestras procesadas durante 3 minutos en una solucion de etanol absoluto y 1 %
KOH.

24 Rehidratacion: Las larvas se rehidrataron en una serie de bafios de etanol (95, 70,
40,15%) dos veces cada 15 minutos finalmente las larvas se lavan en agua destilada
dos veces (en 5 minutos). La pigmentacion (melanina) de larvas fue eliminada en una
solucion de H,0; (1 volumen de 3% H,0, y 9 volumen de 1% KOH).

24 Tincién del hueso: Las larvas fueron incubados en solucién de rojo de alizarina 4
ml de solucion de rojo alizarina (0,5 g de alizarina /100 ml KOH) + 200 ml 1%

KOH durante de un tiempo variable, dependiendo del grado de osificacion.

S Lavado: Las larvas se lavaron con agua destilada y posteriormente con una
solucion de 1% KOH hasta la extraccion total de Rojo Alizarina de los tejidos
blandos. El tiempo de incubacion vario segun el grado de osificacion de las larvas.

24 Deshidratacion: Las larvas se lavaron en seras incrementales glicerol+ 1% KOH

(40% Glycerol+ 60% 1 KOH; 70 % Glycerol + 30% 1 KOH ).

-70 -



Material y métodos

24 Conservacion: Finalmente fueron almacenadas en una solucion de 100%

glicerina.

Posteriormente las larvas se observaron con un microscopio binocular (Nikon SMZ

800) para determinar cualquier anomaliay se fotografiaron.

Fig. 4.3.3.5.1. Un microscopio binocular (Nikon SMZ 800) y un analizador de imagenes

(Anédlisis, SIS GMBH, Alemania).

En este trabajo se tubo en cuenta la termologia anatomica relacionada con las
estructuras esqueléticas aplicada por Gavaia et al. (2002) tal y como se muestra en la figura

4.3.3.5.2.
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Fig. 4.3.3.5.2. Representacion esquematica del desarollo o del complejo caudal en
lenguado senegalés. (A) 13 dpe - 4,4 mm Lst) ; ( B) 15 dpe- 4,55 mm Lst; (C) 18 dpe-
4,7 mm Lst; (D) 18 dpe- 5,6 mm Lst; (E) 34 dpe (7,8 mm Lst); (F) juvenil de seis
meses- 59,2 Lst. Cr: radious caudales; EP: Epural; Hy: Hypural; LSt :longitud
estandar; Mhs:Espinas Hemales Modificadas; Nc: Notocorda; Phy: Parahypural; PU:

Vértebra preural; Ur; Urostilo (Imagen extraida de Gavaia et al., 2002).
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4.3.3.6. Andlisis de las enzimas digestivas y capacidad digestiva

En los dias 10, 30 y 38 se tomaron larvas para el andlisis de enzimas digestivos
(pancreas e intestino). En el primer dia se tomaron aproximadamente 200 larvas por
tanque y en los demas dias 50 larvas por tanque. Las muestras se lavaron con agua
destilada para remover el exceso de sal y se congelaron en seguida a -80 °C hasta un
posterior analisis.

Las larvas fueron diseccionadas (en una placa de vidrio sobre hielo) afin de
obtener la maxima cantidad de intestino y la minima de otros tejidos, eliminando cabeza
y cola de las larvas. Con la ayuda del Ultra-Turrax T25 basic, IKA© / Werke Utra
turrax (Ika, Germany), las muestras congeladas fueron homogenizadas durante 5 min en
Tris-Mannitol (50mM) a 4° °C, HCL (2mM), pH=7 (volumen = g tejido homogenizado
x 30). Se aliquotaron 1,5 ml del homogenado de cada muestra, para procesar los
enzimas pancreéaticos (tripsina y amilasa). Se sonicaron estas muestras (1min, Vibra-
cell, Sonics, USA) y seguln la ecuacion Volumen de CaCl2 = (Volumen de mannitol -1)
x 0,12 se afiadié una cantidad de CaCl2 (0,1M) variable a las muestras con el fin de
procedor a la purificacion del borde en cepillo de los enterocitos.

Estos enzimas de los bordes del cepillo (Fosfatasa Alcalina y Aminopeptidasa)
de los enterocitos se purificaron segin el método desarrollado por Crane et al. (1979).
La lectura de la actividad de todos los enzimas se realizO en un espectrofotdmetro
(Synergy HT, Bio-Tek) utilizando microplacas Nunclon (48 de hondo plano). La
actividad de la tripsina se cuantificé utilizando 0,&M N -Benzoyl-DL-arginine-p-
nitroanilide (BAPNA, Sigma B4875) como sustrato y como buffer el Tris-HCI 50mM,
CaCl2 20 mM, pH 8.2. Una unidad de tripsina por ml corresponde a 1 umol BAPNA

hidrolizado por min y por ml de extracto de enzima leido a 407nm (Holm et al., 1988).
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La actividad de la amilasa se cuantificd segun el método de Métais y Bieth
(1968) utilizando el almidon disuelto en Na2HPO4 a pH 7.4. La actividad de la amilasa
(U) fue definida como la cantidad de mg de almidén hidrolizado durante 30 min y por

ml de tejido homogenizado a 37 °C a 580 nm.

La actividad de la aminopeptidasa se medié utilizando el sustrato 0,1 M L-
leucine-p-nitroanilidine (Sigma, L9125) y tampo6n fosfato 80 mM (pH = 7.0). Una
unidad de actividad enzimética (U) fue definida como lug de nitroanilida liberado por
min y ml del homogenado del borde del cepillo de los enterocitos a 410nm (Maroux et

al., 1973).

La actividad de la fosfatasa alcalina se cuantifico a 37°C utilizando el p-
nitrophenylphosphate (PNNP, Merck 6850) en un tampon Na2CO3 30 mM. Una unidad
de actividad de la fosfatasa alcalina corresponde a 1 umol PNPP hidrolizado por min y
por ml del homogendado del borde del cepillo, a 407nm (Bessey et al., 1946). La
actividad de la leucina-alanina peptidasa se cuantificé a 37°C utilizando el Horseradish
peroxidase ( Sigma P6782), L-aminooxidase (Sigma A5147), o-dianisidina (Sigma
D9143) vy substrat leucina-alanina ( Leu-ala, Sigma L8000) en un tampon Tris-HCI
100mM; pH=8.0 por ml de tejido homogenizado a 530 nm.( Nicholson and Kim

1975).

La actividad de la lipasa se cuantificd segin el método de lijima et al., (1998)
utilizando el p-nitrophenyl myristate (Sigma B4875) en un tampén Tris-HCI 0,25 mM;
pH= 9.0 por ml de tejido homogenizado a 405 nm. La cantidad de proteina se determind
por el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de serum bovino

(BSA) (SIGMA) como estandar.
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La lectura del contenido en proteina fue realizada en un espectrofotdmetro
(Synergy HT, Bio-Tek) utilizando microplacas Nunclon (48 de hondo plano). La
actividad de los enzimas se expresdé como actividad especifico, en mili-unidades por

miligramos de proteina (mU/mg proteina).

,ﬁ;f;.

Fig.4.3.3.6.2. Espectrofotometro (Synergy HT, Bio-Tek) utilizado para la cuantificacion

de las enzimas pancreaticas y intestinales.

4.3.3.7 Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se han llevado a cabo con el paquete estadistico
(Sigma Stat, 3.1). Todos los datos fueron analizados para su normalidad vy
homogeneidad de varianzas. Todos los datos se evaluaron utilizando ANOVA de un
factor. Cuando la ANOVA detecto diferencias significativas entre grupos, estas fueron
avaluadas con un test de Tukey y de Fisher (para las proporciones). La significancia
estadistica de las diferencias se establecio a un nivel de 5% (P<0,05) para cada grupo
de comparaciones.
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Resultados

5.1 Composicidn lipidica de las presas vivas

La composicion bioquimica de la Artemia enriquecida con las distintas
emulsiones se muestra en la tabla 5.1.1. Sin embargo, la composicion lipidica de los
rotiferos no se muestra debido a que se utilizaron como alimento durante muy pocos
dias y se enriquecieron de forma similar cada grupo experimental. No se encontraron
diferencias significativas en los niveles de lipidos totales de los nauplios enriquecidos
de Artemia con las distintas emulsiones experimentales ANOVA, (P=0,224). No se
encontraron diferencias significativas en el contenido de los acidos grasos saturados y
de HUFA n-6 de los nauplios enriquecidos con las distintas emulsiones experimentales
(ANOVA, P > 0,05). Se encontraron diferencias significativas en las proporciones de
acidos grasos monoinsaturados (MUFA), debido a las diferencias entre los contenidos

de acido oleico (OA) (ANOVA, P<0,05).

También se encontraron diferencias significativas en el total de HUFA n-3 entre
los nauplious enriquecidos de Artemia con RP y el resto de emulsiones y al alto
contenido acido linolénico (LNA) presente en este grupo (ANOVA, P< 0,05). El
contenido de EPA de la Artemia enriquecida fueron mayores en el grupo ES y se
encontraron diferencias significativas entre de los grupos También se encontraron
diferencias significativas en DHA y ARA entre la Artemia enriquecida con MG vy los
cinco grupos experimentales (ANOVA, P< 0,05). Las emulsiones utilizada permiten
evaluar el efecto combinado de DHA/EPA unido a niveles incrementales de total n-3

PUFA tal y como muestran los resultados de la analitica realizada sobre la presa viva.
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ES ES/2 RP AGG AGD MG
E‘\’/t/a)' lipidos (MG-9™ 51984174 17534446 17474173 1844+170 2020413 1506483
Total (mg-g™* DW) 155,9+54,8 112,2420,0 104,9+15,6 124,0+43,0 106,3+6,0 116,1+24,1
14:0 0,740,1 0,3+0,1 0,7+0,5 0,8+0,4 0,6+0,4 0,6+0,3
16:0 9,9+0,4 8,3+0,9 12,2412 10,3+1,7 9,5+3,6 10,7+0,4
18:0 4,2+0,2 4,3+0,4 4,7+0,8 4,5+0,2 4,2+1,5 3,8+0,7
Total saturated 14,9+0,3 13,0412  17,8#12  159+26 14,6454  151+0,7
16:1n-7 2,1+0,6 1,1+0,1 1,0+0,9 1,1+0,3 1,6%0,6 1,1+0,2
18:1n-9 33,3+2,6® 50,842,0° 20,2+7,0° 26,2101 27,7+19,0° 17,8+6,1°
18:1n-7 0,0+0,0 0,0+0,0 3,646,2 4,1+7,0 0,0+0,0 3,1+54
20:1n-9 2,54¢0,2°  1,7¢02*  12+0,1° 1,1+0,2° 1,5+0,7% 1,2+0,2°
Total monounsaturated ~ 38,8+37%  54,1+16% 265+1,9° 32,7#32® 30,9+17,7° 235+2,4°
18:2n-6 8,28+0,04° 6,3+05®  7,6+04®  52+10°  69+1,9®  55+0,5?
18:3n-6 0,56+0,03  0,30,2 0,4+0,2 0,5+0,2 0,6+0,5 0,4+0,1
20:4n-6 0,5+0,1°  0,3+0,1°  1,4+0,3*  0,7+0,1®  0,2+0,2¢ 1,1+0,2%
22:5n-6 0,1+0,07 0,0+0,0 2,842,5 22419  0,04+0,04  3,7%3,2
Total n-6 PUFA 9,5+0,2 7,004 12,3+2,3 8,6+2,3 7,8+2,6 10,8+3,7
18:3n-3 18,9+1,8 17,4423  205#34 24,1461  251+55 214421
18:4n-3 2,3+0,3  1,92+0,02 2,403 2,9+0,6 3,4+1,0 2,9+0,4
20:4n-3 0,4+0,6 0,3+0,3 0,5+0,4 0,6+0,5 0,4+0,4 0,8+0,1
20:5n-3 7,640,6°  3,1+0,9° 51+0,6°  3,1#0,4®  3,7+12%®  4,9+0,4%
22:5n-3 1,4+0,3 1,6+1,8 1,842,6 1,242,0 1,942,7 1,8+2.4
22:6n-3 55+1,5°  13+05%  115+1,0° 9,5+0,9°  11,8+27°  16,9+2,0°
Total n-3 PUFA 36,543,5% 257+32° 429+16%° 425+46°  464+95°  50,4+2,3°
Total polyunsaturated 46,0437  32,7+2,9° 553+2,8° 21,1+59° 54,1+120° 61,1423
(n-3)/(n-6) 3,940,3 3,70,6 3,620,7 5,2+1,5 6,2+0,9 5,2+2,4
DHA/EPA 0,7¢0,1°  0,4+0,1°  2,3+0,3" 3,0£0,1° 3,3+0,3° 3,5+0,3
ARA/DHA 0,1+0,0  0,22+0,04* 0,12+0,01° 0,08+0,01™ 0,01+0,01° 0,07+0,01*
ARA/EPA 0,07+0,01° 0,09+0,02° 0,3+0,1*°  0,23+0,02* 0,04+0,03" 0,23+0,03"

Tabla 5.1.1 Resultados del analisis bioquimico de lipidos y acidos grasos de la Artemia

enriquecida (% TFA) (ANOVA, P< 0,05).
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5.2 Efecto de la dieta sobre las larvas lenguado
5.2.1. Crecimiento

Los resultados de crecimiento de se muestran figura 5.2.1.1. y 5.2.1.2. Después
del dia de 15, se observ6 un crecimiento mayor, tanto en talla como en peso seco, en las
larvas alimentadas con nauplious de Artemia enriquecidos con la emulsién Agua Grow
Gold. Se observaron diferencias significativas en y crecimiento en peso seco entre de las

distintas 6 emulsiones (ES, ES/2, RP, AGG, AGD, MG).

3,0
2,5 a
aly,
2,0 ) ES
E ab ES/2
§ 1,5 b RP
(7]

210 ) AGG
g bbby, AGD
0,5 MG

0,0
4 10 15 22 31 38
edad

Fig. 5.2.1.1. Efecto de las distintas emulsiones en el crecimiento en peso seco de las
larvas del lenguado senegalés. Los datos muestran la Media + SD. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre las emulsiones en el estudio (ANOVA,

P<0,05).
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Fig. 5.2.1.2. Efecto de las distintas emulsiones en el crecimiento en talla (longitud
estandar) de las larvas del lenguado senegalés. Los datos muestran la Media = SD.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las emulsiones en el estudio

(ANOVA, P<0,05).

5.2.2. Supervivencia

En la supervivencia, no se han detectado diferencias estadisticas significativas
(ANOVA, P>0,05) entre los seis distintas emulsiones comerciales. En la figura 5.2.2.1.
Se refleja la supervivencia media de las larvas alimentadas con las distintas emulsiones

comerciales.
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Fig. 5.2.2.1. Efecto de las distintas emulsiones sobre la supervivencia las larvas del
lenguado senegalés. Los datos muestran la Media £ SD calculadas a partir de 3 replicas

por tratamiento (ANOVA, P>0,05).

5.2.3. Efectos de la dieta sobre la composicion de lipidos y acidos grasos de las

larvas

La composicion en acidos grasos de las larvas reflejé la composicion de la dieta
con la que se alimento durante el periodo experimental (Tabla 5.2.3.1.). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, ni en la cantidad de lipidos
totales ni en la cantidad de acidos grasos totales de las larvas. ANOVA, P>0,05. Al
igual que en la presa viva la composicion en acidos grasos de las larvas reflejo la
composicion de las dietas. Se encontraron diferencias significativas en el total de
MUFA, debido a las diferencias entre los contenidos de acido oleico (OA) ANOVA,

P<0,05. El grupo de ES/2 mostré un contenido significativamente mayor acido oleico
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de que los otros cinco grupos, siendo el grupo de MG el que mostré un contenido menor
de este &cido graso. También se encontraron diferencias significativas en el total de
PUFA n-6 entre el grupo ES/2 y los cinco grupos, debido al alto contenido &cido
linoleico (LA) presente en este grupo ANOVA, P<0,05. Los contenidos de EPA y
ARA de las larvas fueron mayores en el grupo ES y se encontraron diferencias
significativas entre de los grupos ANOVA, P<0,05. ElI grupo de MG mostré un
contenido significativamente mayor de DHA que otros cinco grupos, siendo el grupo de
ES/2 el que mostrd un contenido menor de este &cido graso y se encontraron diferencias
significativas entre de los grupos ANOVA, P<0,05. También se encontraron diferencias
significativas en el total de PUFA n-3 entre el grupo ES/2 y los cinco grupos ANOVA,
P<0,05. El grupo de MG el que mostré un contenido mayor de en el total de PUFA n-3

debido al alto contenido DHA presente en este grupo ANOVA, P<0,05.
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Tabla 5.2.3.1 Composicidén en porcentaje de acidos grasos totales de las larvas de
lenguado senegalés al final del experimento. Los superindices (a, b, ¢, d) marcan las
diferencias significativas entre las distintas emulsiones del experimento (38 dph)

(ANOVA, P< 0,05) .

Inicial ES ES/2 RP AGG AGD MG

Total lipids (mg-g™ 37,5 67,3+17,0 | 88,3+11,3 | 79,0486 | 97,9+58 | 93,4+11,1 | 86,6+7,5°
DW

Tota)l FA (mg-g™ DW) 20,7 34,7+#10,0 | 53,5+10,3 | 36,949,6 | 41,6+3,0 | 49,0+9,7 41,9423
14:0 0,7 0,4+0,1 | 0,3+0,0° | 0,6+0,1® | 0,6+0,1*° | 0,5+0,0% 0,6+0,0%
16:0 18,1 10,4+1,1% | 8,6+0,1° | 12,8+1,1% | 11,4+0,4%® | 10,0#1,1° | 11,5+0,6®
18:0 7,6 58405 | 4,7+04° | 7,3+0,4° | 6,4+0,2® | 5,1+0,4% 6,2+0,1°
Total saturated 26,7 16,9+1,7° | 13,6+0,3° | 20,7+#1,6° | 18,5+0,6® | 16,1+2,0™ | 18,4+0,5%
16:1n-7 3,0 1,0+0,1 1,3+0,8 0,7+0,0 0,7+0,2 0,740,1 0,6+0,1
18:1n-9 17,0 32,144,9° | 42,4+4,9° | 24,5+0,7% | 30,3+1,2™ | 34,8+1,2® | 21,5+1,6°
20:1n-9 1,9 2,840,3° | 2,740,3° | 1,8+04® | 2,0+0,1® | 2,1+0,3® 1,6+0,7°
Total monounsaturated 21,9 35,9+51° | 46,4+4,3" | 27,1+0,6* | 33,0+1,2 | 37,6+15° | 23,7+15°
18:2n-6 2,9 7,9¢1,0° | 92+0,1* | 7,9404® | 58+0,8° | 6,8+0,4™ 5,4+0,4°
18:3n-6 0,2 0,6+0,1° | 0,4+0,0° | 05+0,1® | 0,6+0,0* | 0,6+0,1° 0,5+0,0®
20:4n-6 3,0 1,1#0,2° | 0,9+0,2% | 3,3+0,1* | 2,1+0,1° | 0,5+0,1° 3,0+0,1°
22:5n-6 0,7 0,3+0,2° | 0,1+0,1° | 4,6+0,6° | 3,8+0,1° | 0,1+0,2° 5,6+0,4°%
Total n-6 PUFA 7,2 10,2+1,3% | 10,8+0,3" | 16,6+1,0° | 12,5+0,6° | 8,1+0,7° 14,9+0,6°
18:3n-3 0,5 143+16 | 155+1,1 | 12,6+1,2 | 155+0,8 | 154+1,1 14,5+0,6
18:4n-3 0,1 1,6+0,3% | 1,3+02® | 1,1+0,2° | 1,7+0,2® | 1,8+0,1° 1,6+0,2%
20:4n-3 0,3 0,8+0,1° | 0,7+0,1® | 0,5+0,1° | 0,8+0,1* | 0,7+0,0° | 0,7+0,0%®
20:5n-3 49 51+0,7% | 3,4+05"° | 3,0#0,2° | 2,3+0,2° | 2,6+0,4 3,2+0,3"
22:5n-3 42 4,0+0,7% | 2,1+0,2° | 2,0#04° | 1,7+0,3° | 1,5+0,1° 1,9+0,1°
22:6n-3 33,1 10,4+1,9° | 5,6+1,4% | 153+0,7° | 12,9+15™ | 151+1,7° | 20,0+1,6°
Total n-3 PUFA 43,2 36,2+4,8% | 28,6+3,5° | 34,6+2,1% | 34,9+2,2® | 372+3,1® | 42,0+2,1°
Total polyunsaturated 50,3 46,4+6,1° | 39,4+3,8" | 51,3+2,3" | 475+1,6® | 452+37° | 56,9+2,0°
(n-3)/(n-6) 6,0 3,6+0,0° | 2,7+¢0,3% | 2,1+0,2% | 2,8+0,3° | 4,6+0,3" 2,8+0,2°
DHA/EPA 6,8 2,0£0,1° | 1,740,2° | 51+04° | 5,6+0,2® | 58+0,6® 6,2+0,5°
ARA/DHA 0,1 0,1+0,0° | 0,2+0,0° | 0,2+0,0° | 0,2+0,0° | 0,03+0,0° 0,2+0,0°
ARA/EPA 0,6 0,2#0,0° | 0,3+0,0° | 1,1+0,2* | 0,9+0,1° | 0,2+0,0° 0,9+0,1°
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Resultados

5.2.4. Metamorfosis

Las etapas de migracion del ojo se determinaron a partir de 10 hasta 38dph de
10 larvas por tanque calculandose el indice de la migracion del ojo (IEM). No se han
detectado diferencias significativas entre de los resultados ANOVA, P>0,05. Los

resultados se presentaron en la figura 5.2.4.1.
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Figura 5.2.4.1. Indice de migracion del ojo durante el proceso de metomorfosis en las
larvassegun las distintas emulsiones 10 dpe; 15 dpe; 22 dpe; 31 dpe y 38 dpe estadios de

metamorfosis (ANOVA, P>0,05).

-84 -



Resultados

|

N 80

©

§ 70 ES

E 60 ES/2
o 0 RP
S 40

T 80

prd

% 70 ES
s £S/2
z >0 RP
T 40

Figura 5.2.4.1. continuacion. Indice de migracion del ojo durante el proceso de
metomorfosis en las larvas segun las distintas emulsiones 10 dpe; 15 dpe; 22 dpe; 31

dpe y 38 dpe estadios de metamorfosis.
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Figura 5.2.4.1. continuacion. Indice de migracion del ojo durante el proceso de
metomorfosis en las larvas segun las distintas emulsiones 10 dpe; 15 dpe; 22 dpe; 31

dpe y 38 dpe estadios de metamorfosis.
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Resultados

5.2.5 Desarrollo y madurez del sistema digestivo
5.2.5.1 Enzimas pancreaticas
5.2.5.1.1 Amilasa

La actividad especifica de amilasa (U/mg Proteina) a nivel de los grupos AGG y
ES/2 se mantienen constantes con la edad respectivamente al dia 10, 30 y 38. Dicha
actividad aumento a los dias 10 y 30 en los grupos MG y RP, mientras que disminuy6
al 38 dpe. Sin embargo en los grupos ES y AGD, la actividad disminuyé a los dias 10 y
30 dpe y aument6 al 38 dpe. (Fig 5.2.5.1.1.1). Analizando por separado el efecto de las
distintas emulsiones en cada dia de muestreo, se detectaron diferencias estadisticas en los

dias 30 y 38 (ANOVA, P<0,05).
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Fig. 5.2.5.1.1.1 Evolucién de la actividad de la amilasa (U/ mg Proteina) en las larvas
del lenguado senegalés alimentadas con las distintas emulsiones comerciales. Los datos
muestran las medias + SD. Letras diferentes indican diferencias significativas

(ANOVA, P<0,05).
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Resultados
5.2.5.1.2 Tripsina

La actividad especifica de de tripsina (U/mg Proteina) a nivel de los grupos ES, AGD,
AGG, MG aumentd con la edad de los dias 10, 30 y 38. Dicha actividad aumento a los
dias 10 y 30 dpe en los grupos ES/2 y RP, mientras que disminuyé al dia 38 dpe.
Analizando por separado el efecto de las distintas emulsiones en cada dia de muestreo, se

detectaron diferencias estadisticas en el dia 38 (ANOVA, P<0,05) (Fig. 5.2.5.1.2.1.).

Fig. 5.2.5.1.2.1. Evolucion de la actividad de la enzima Tripsina (mU/ mg Proteina) en
las larvas del lenguado senegalés alimentadas con las distintas emulsiones comerciales.
Los datos muestran las medias + SD. Letras diferentes indican diferencias significativas

(ANOVA, P<0,05).
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5.2.5.1.3 Lipasa

La actividad de la enzimatica lipasa (U/mg Proteina) a nivel de los todos grupos se
mantiene constantes con la edad. Analizando por separado el efecto de las distintas
emulsiones en cada dia de muestreo, no se detectaron diferencias estadisticas sobre los

niveles de actividad de esta enzima (ANOVA, P>0,05) (Fig. 5.2.5.1.3.1.)
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Fig. 5.2.5.1.3.1. Evolucidn de la actividad de la enzimética lipasa (U/ mg Proteina) en
las larvas del lenguado senegalés alimentadas con las distintas emulsiones comerciales.

Los datos muestran las medias + SD (ANOVA, P>0,05).
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Resultados

5.2.5.2. Enzimas intestinales citosélicas

5.2.5.2.1. Leucina alanina peptidasa

No se disponen muestra para esta enzima durante del cultivo pudiéndose solo
analizar al final del experimento. Analizando por separado el efecto de las distintas

emulsiones en al dia de 38 de muestreo, se detectaron diferencias estadisticas en el dia

38 (ANOVA, P<0,05) (Fig. 5.2.5.2.1.).
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Fig. 5.2.5.2.1. Evolucion de la actividad de la enzimatica leucina alanina peptidasa (U/
mg Proteina) en las larvas del lenguado senegalés 38 dpe. Los datos muestran las

medias = SD. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, P<0,05).
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5.2.5.3. Enzimas intestinales del borde cepillo

5.2.5.3.1 Fosfatasa alcalina

La actividad de la enzimatica fosfatasa alcalina (mU/mg Proteina) a nivel del grupo
AGG aumento con la edad a los dias 10, 30 y 38. Sin embargo, la actividad aumento a
los dias 10 y 30 en los grupos ES, RP, AGD, ES/2 y MG, y disminuy0 al dia 38.
Analizando por separado el efecto de las distintas emulsiones en cada dia de muestreo,

se detectaron diferencias estadisticas en el dia 30 y 38 (ANOVA, P<0,05).
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Fig.5.2.5.3.1.1 Evolucion de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (mU/ mg
Proteina) en las larvas del lenguado senegalés alimentadas con las distintas emulsiones
comerciales. Los datos muestran las medias £ SD. Letras diferentes indican diferencias

significativas (ANOVA, P<0,05).
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5.2.5.3.2. Aminopeptidasa

La actividad del enziméatica aminopeptidasa (mU/mg Proteina) a nivel del grupo
ES aumentd con la edad a los dias 10, 30 y 38. Sin embargo, la actividad disminuyo a
los dias 10 y 30 en los grupos AGG, AGD, y RP, y aument6 al dia 38. Dicha actividad
disminuyé a los dias 10 ,30 y 38 en los grupos ES/2 y MG. Analizando por separado el
efecto de las distintas emulsiones en cada dia de muestreo, se detectaron diferencias

estadisticas entre de los dias 10, y 30. (ANOVA, P<0,05.)
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Fig.5.2.5.3.2.1 Evolucion de la actividad de la enzima aminopeptidasa (mU/ mg
Proteina) en las larvas del lenguado senegalés alimentadas con las distintas emulsiones
comerciales. Los datos muestran las medias = SD. Letras diferentes indican diferencias

significativas (ANOVA, P<0,05).
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5.2.6. Deformaciones esqueléticas
5.2.6.1. Malformaciones totales (38 dph)

Para la observacion de las malformaciones se tifieron un total de 40-50 larvas
por replicado (total 120-150 por tratamiento) 38 dpe, de cada emulsion, mediante el
método de la doble tincidn previamente descrito. No se detectaron diferencias
estadisticas sobre malformaciones totales. Segun la dieta considerada los niveles
observado de malformaciones totales en funcion de las emulsiones fueron: ES (77,7%),

ES/2 (75,9%), RP (78,8%), AGG (81,8%), AGD (81,9%), MG (82,6%) (Fig.5.2.6.1.1).

Malformaciones totales
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Emulsiones comerciales

Fig.5.2.6.1.1 Efecto de las distintas emulsiones sobre la incidencia de las
deformaciones esqueléticas en larvas de lenguado alimentadas con las distintas
emulsiones comerciales. Los datos muestran las medias + SD calculado a partir de tres

replicas por tratamiento. (ANOVA, P>0,05).
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5.2.6.2 Columna vertebral

Analizando por separado a 38 dph el efecto de las distintas emulsiones, sobre la
incidencia de malformaciones totales, malformaciones severas y malformaciones ligeras
en cuerpos vertebrales que no existian diferencias significativas entre tratamientos.
(ANOVA, P>0,05). Los niveles observados de malformaciones totales de las vertebras
en funcion de las emulsiones fueron: ES (68,0%), ES/2 (58,7%), RP (64,4%), AGG
(68,9%), AGD (66,3%), MG (67,2%). Sin embargo los niveles observadas de
malformaciones severas de las vertebras en funcion de las emulsiones fueron: ES (46,6%),
ES/2 (39,9%), RP (37,7%), AGG (38,7%), AGD (50,8%), MG (36,6%) y en
malformaciones ligeras de las vertebras fueron ES (56,4%), ES/2 (57,6%), RP (62,5%),

AGG (60,4%), AGD (47,0%), MG (62,8%) Fig 5.2.6.2.1.
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Fig .5.2.6.2.1. Efecto de las distintas emulsiones sobre el desarrollo de deformaciones

esqueléticas totales en cuerpos vertebrales.Los datos muestran las medias + SD

(ANOVA, P>0,05).
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Fig. 5.2.6.2.2. Efecto de las distintas emulsiones sobre el desarrollo de deformaciones

esqueléticas severas en cuerpos vertebrales. Los datos muestran las medias + SD

(ANOVA, P>0,05).
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Fig. 5.2.6.2.3. Efecto de las distintas emulsiones sobre el desarrollo de deformaciones

esqueléticas ligeras en cuerpos vertebrales. Los datos muestran las medias + SD

(ANOVA, P>0,05).
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Resultados

El numero normal de vertebras para el lenguado de 45. En el presente estudio no
se detectaron diferencias significativas en el efecto de las distintas emulsiones en relacién

al nimero de vertebras (45) de los individuos (Fig. 5.2.6.2.4.)
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Fig. 5.2.6.2.4. Efecto de las distintas emulsiones sobre el nimero de vértebras del

esqueleto de las larvas del lenguado. Los datos muestran las medias + SD (ANOVA,

P>0,05).

Analizando por separado el efecto de las distintas emulsiones en el dia 38 dpe
de muestreo, no se detectaron diferencias estadisticas sobre de ni malformaciones de las
espinas neurales ni malformaciones de las espinas hemales. Los niveles observados de
malformaciones de las espinas hemales en funcion de las emulsiones fueron: ES
(40,3%), ES/2 (33,2%), RP (35,4%), AGG (31,8%), AGD (30,0%), MG (36,1%) y
malformaciones de las espinas neurales fueron: ES (50,5%), ES/2 (56,8%), RP (58,9%),

AGG (58,7%), AGD (42,2%), MG (57,5%) Fig. 5.2.6.2.5. Y Fig. 5.2.6.2.6.
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MG

Fig. 5.2.6.2.5. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

espinas neurales (NS) deformes. . Los datos muestran las medias + SD (ANOVA,

P>0,05).
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Fig. 5.2.6.2.6. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

espinas hemales (HS) deformes. Los datos muestran las medias

P>0,05).
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Resultados

Se detectaron diferencias significativas en el efecto de las distintas emulsiones en
relacion a la incidencia de vertebrales fusionadas en animales alimentadas con distintas
emulsiones comerciales. Las larvas que se alimentaron con la Artemia enriquecida con
AGD, muestran una mayor frecuencia de fusiones vertebrales que otras larvas
alimentadas con otras emulsiones. Los niveles de fusion en funcién de las emulsiones

fue: ES (18,7%), ES/2 (19,9%), RP (17,2%), AGG (22,4%), AGD (30,6%), MG

(15,6%).
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Fig. 5.2.6.2.7. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con
fusionas vertebrales. Los datos muestran las medias + SD. Las letras indican diferentes

significativas (ANOVA, P<0,05).

Analizando el efecto de las distintas emulsiones a 38 dpe, no se detectaron
diferencias estadisticas en relacion al porcentaje de casos de compresion vertebral y
escoliosis ( ANOVA, P<0,05).Sin embargo, los niveles compresion en funcion de las

emulsiones fueron: ES (13,0%), ES/2 (10,3%), RP (13,3%), AGG (18,9%), AGD
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(16,7%), MG (15,0%), los niveles de escoliosis fueron ES (7,5%), ES/2 (2,7%), RP

(4,3%), AGG (6,8%), AGD (6,5%), MG (2,5%) Fig. 5.2.6.2.7. y Fig. 5.2.6.2.8.
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Fig. 5.2.6.2.8. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

compresion vertebral. Los datos muestran las medias £ SD (ANOVA, P>0,05).
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Fig. 5.2.6.2.9. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

escoliosis. Los datos muestran las medias £ SD (ANOVA, P>0,05).
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No se detectaron diferencias significativas en el efecto de las distintas emulsiones
con relacion a deformacion del cuerpo vertebral( hipofisis, parahipofisis alteradas)
torsion del cuerpo vertebrales, los niveles de deformacidn del cuerpo en funcién de las
emulsiones fueron : ES (16,4%), ES/2 (9,3%), RP (14,8%), AGG (6,9%), AGD
(15,2%), MG (7,9%), los niveles de torsion fueron : ES (8,5%), ES/2 (6,8%), RP

(10,7%), AGG (3,4%), AGD (10,9%), MG (6,8%) Fig. 5.2.6.2.9. y Fig. 5.2.6.2.1.0.
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Fig. 5.2.6.2.1.0. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

anomalias vertebrales. Los datos muestran las medias + SD (ANOVA, P>0,05).
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Fig. 5.2.6.2.1.1. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

torsion vertebral. Los datos muestran las medias = SD (ANOVA, P>0,05).

5.2.6.3. Complejo caudal

Analizando por separado el efecto de las distintas emulsiones a 38 dpe de muestreo, no
se detectaron diferencias estadisticas sobre el porcentaje de malformaciones totales en el

complejo caudal sus estructuras (hipurales, parahypural y epural). (ANOVA, P>0,05).

Sin embargo si se detectaron diferencias estadisticas sobre de malformaciones de las

espinas hemales y neurales modificadas. (ANOVA, P<0,05).

Los niveles observados de malformaciones totales de complejo caudal en
funcién de las emulsiones fueron: ES (52,6%), ES/2 (60,3%), RP (64,9%), AGG
(67,2%), AGD (66,6%), MG (56,9%), los niveles de malformaciones de las hipurales,
parahipural y epural fueron : ES (26,9%), ES/2 (23,8%), RP (36,6%), AGG (42,3%),

AGD (40,5%), MG (35,65%) Fig.5.2.6.3.1. y Fig.5.2.6.3.2.
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Las larvas que se alimentaron con la Artemia enriquecida con AGG y ES/2
mostraron una mayor frecuencia de malformaciones en las espinas hemales y neurales
modificadas que las larvas alimentadas con otras emulsiones. Los niveles de las
malformaciones de las espinas hemales y neurales modificadas en funcién de las
emulsiones fueron: ES (39,7%), ES/2 (54,1%), RP (47,3%), AGG (55,9%), AGD

(44,7), MG (49,3%) Fig.5.2.6.3.2.

Malformaciones totales del complejo caudal

D (o]
o o o o

freql:’lenciz_;\b (%)

o

ES ES/2 RP AGG AGD MG

Emulsiones comerciales

Fig.5.2.6.3.1 Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

deformaciones en el complejo caudal (ANOVA, P>0,05).
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Malformaciones de las espinas hemales y
neurales modificadas

80
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>
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ES ES/2 RP AGG AGD MG

Emulsiones comerciales

Fig.5.2.6.3.2. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

malformaciones en las espinas hemales y neurales modificadas. Las letras indican

diferentes significativas entre los tratamientos (ANOVA, P<0,05).

Malformaciones de las hipurales, parahypural y
epural
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Emulsiones comerciales

Fig.5.2.6.3.3. Efecto de las distintas emulsiones en la frecuencia de individuos con

malformaciones de los hipurales, parahipural y epural que forman el complejo caudal

(ANOVA, P>0,05).

-103 -



Resultados

En la tabla 5.2.6. Se encuentran resumidos los resultados globales sobre el efecto
de las distintas dietas sobre la calidad de las larvas de lenguado (incidencia de

deformaciones esqueléticas).

Tabla 5.2.6. Efecto de las distintas emulsiones sobre de crecimiento y desarrollo
esquelético larvas de lenguado en la frecuencia de individuos con la deformacion esquelética.

Las letras indican diferentes significativas entre los tratamientos (ANOVA, P<0,05).

Dietas experimentales

ES ES/2 RP AGG AGD MG

Deformaciones totales 77,8+10,2 75,9+11,8 78,0+2,8 81,9+0,7 82,0+3,8 82,7+2,0
Anomalias vertebrales 68,0+13,6 60,4+114 65,2451 69,746 66,3+9,4 67,3+7,1
Defromaciones severas  46,7+15,0 40,045,7 37,7470  39,6%1,6 50,8+10,2 36,7+4,3

Fusion 18,7+6,9®  20,0+0,6°° 17,245,7® 225+44® 30,6+7,1° 15,7+24°
Compresion 13,1+12,6  10.4+6,4  13.4+36 189+36  16,8+7,1 15,0+4,9
Cuerpos vertebrales 16,4+4,0 9,4+4,0 14,8+3,2 7,0+4,2 15,2+6,7 8,0+3,1
Torsion 8,547,2 6,854  10,7+7,6  34+38  10,9+10,5 6,9+3,9
Escoliosis 7,5+7,9 2,8+0,4 44+1.4 6,8+3,8 6,5+1,4 2,5+2.4
Deformaciones leves 56,5+9,3 57,6+8,9 62,6+4,9 61,3%6,9 47,1+2.6 62,8+5,8
Espinas hemales 40,3+11,3  33,2+7,2 355482 31,8+28  30,0+7,2  36,1+12,2
Espinas neurales 50,6+11,2 56,8+10,3 59,0+4,6 58,7+6,9  42,3+2,0 57,6484
Anomalias caudales 52,6+11,4 60,4149 65,0+£9,7 67,3%4,7 66,716,0 57,8+11,7
Mns-Mhs 39,743,3°  54,2465° 47,4+2,8° 559+44% 44,7+44%" 49346, 7P
HYP-PHY-EP 27,0+11,9 23,8456 36,6+10,3 42444 40,6444 357467
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Fig.5.2.6.3.4. Ejemplo de malformaciones encontradas en larvas de Solea senegalensis

a 38dph a-) Fusidn de las espinas neurales de las vertebras caudales (—); b-) Fusidn
de los cuerpos vertebrales de las ultimas vertebras caudales (— ); c¢) Defecto de fusion
de los arcos de la espina hemal modificada y la espina neurale de una de las ultimas
vertebras caudales (—) y fusion de los hipurales 1y 2 (%); d-) Fusion de los hipurales
1-2 (% ) e-) Fusion del parahypural y de los hipurales 3 ,4, 5 (%); f-) Compresion de
vertebrales caudales ((J); g-) Torsion de las vertebras caudales (O); h-) Compresion
general de la region caudal: fusion de los cuerpos vertebrales de las ultimas vertebras
(— ) y deformacién de sus espinas hemales y neurales ¢-) fusién del hipural 1 con el
parahipural (%), fusién de los hipurales 1, 2 , deformacion de los hipurales 4 'y 5y del

urostilo (A); i-) Escoliosis.
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El objetivo inicial del presente trabajo era comparar el efecto de distintos niveles
de &cidos grasos esenciales poliinsaturados como el &cido docosahexanoico (DHA) y
eicosapentanoico (EPA) en la dieta (Artemia enriquecida) sobre el crecimiento,
supervivencia y calidad de larvas de lenguado mediante el uso de emulsiones
experimentales formuladas segun Villalta (2005a). Sin embargo, debido a problemas de
disponibilidad de varios aceites ricos en los citados acidos grasos esenciales y que se
pretendian utilizar para formular dichas emulsiones, se opté por otra estrategia,
decidiéndose utilizar para dicho fin distintas emulsiones y enriquecedores comerciales
disponibles en el mercado y que presentaban unos niveles de DHA, EPA y DHA/EPA
distintos. Por lo tanto, los resultados que se presenta y se discuten a continuaciéon no
solo se han de considerar como los efectos directos de la variacion de los nutrientes
objeto de estudio como el DHA y EPA, sino también que han de ser considerados seguin
la composicion global de la emulsion y/o enriquecedor considerado.

Teniendo en cuenta lo anteriormente citado, los resultados para cada uno de los
grupos experimentales considerados se han valorado en funcion de los siguientes
parametros: crecimiento en longitud y peso, supervivencia, maduracién del sistema

digestivo e incidencia de deformaciones esqueléticas.

6.1. Composicion en acidos grasos de la Artemia enriquecida

Las presas vivas utilizadas cominmente como alimento para las larvas de peces
marinos (los rotiferos y Artemia) de forma natural son deficientes en HUFAs de la serie
n-3, en especial en DHA (Rainuzzo et al. 1994; Sargent, 1997). Debido a esta
deficiencia, y al requerimiento esencial de los HUFA n-3 en larvas de peces marinos, es

indispensable enriquecer el alimento vivo con productos ricos en HUFAs n-3 antes de
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suministrarlo a las larvas. Varias técnicas de enriquecimiento han sido desarrolladas
para incrementar el nivel de n-3 HUFA en presas vivas (Takeuchi et al., 1992). Usando
estas técnicas, varios estudios se han llevado a cabo para evaluar el efecto de la
ingestion de presas enriquecidas por diferentes larvas de peces marinos (Furita et al.,
1996; Takeuchi et al., 1996). Para lograr esto, se utilizan ciertas combinaciones de
algas, protistas, levaduras, aceites y emulsiones ricas en HUFAs n-3. En este sentido en
nuestro trabajo hemos evaluado distintas emulsiones comerciales que presentaban
distintos niveles de HUFA y n-3/n-6.

Los seis enriquecedores/emulsiones comerciales usadas en este estudio se
diferencian por su composicién en &cidos grasos tanto por los valores absolutos como
los relativos, en particular las composiciones absolutas y relativas de los acidos grasos
esenciales EPA, DHA y ARA. Nos interesaremos a continuacion para interpretar el
efecto de estas emulsiones sobre el crecimiento y el desarrollo de las larvas, si bien a
priori es importante poder caracterizar el perfil de HUFAs de la Artemia segun el
enriquecimiento considerado. La Artemia enriquecida con AGG, mostré niveles
intermedios de DHA, ARA y mostrd nivelde baja EPA comparada con la Artemia
enriquecida con otros enriquecedores, si bien dichos niveles son significativamente
distintos al resto de grupos. La Artemia enriquecida con MG mostro niveles altos desde
el punto de vista estadistico de DHA, ARA y DHA/EPA y mostro nivel de intermedio
EPA. La Artemia enriquecida con ES mostré niveles bajos de DHA y DHA/EPA,
niveles intermedios de ARA vy niveles altos de EPA relativamente. La Artemia
enriquecida con ES/2 mostrd niveles bajos de ARA, DHA y DHA/EPA. La Artemia
enriquecida con RP mostrdé niveles intermedios de EPA, DHA, y DHA/ EPA
relativamente, alta nivel de ARA. La Artemia enriquecida con AGD mostrd niveles

bajos de ARA intermedio nivel de EPA, altos de DHA y DHA/EPA. Los resultados
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anteriormente citados muestran como el perfil de HUFAs, y en particular de EPA, DHA

y DHAJ/EPA, de la Artemia vari6 de forma significativa en funcion del

enriquecedor/emulsion comercial considerada.

6.2. Crecimiento y supervivencia

Es bien conocido que los HUFAs, principalmente el EPA, DHA y el &cido
araquidonico (ARA) son esenciales para el crecimiento, el desarrollo y la supervivencia
de los peces marinos (Sargent et al., 1999). Ademas de sus efectos estimulantes sobre
crecimiento, el EPA y DHA estdn también implicados en el desarrollo del sistema
nervioso, cerebro y células visuales (Furuita et al., 1998), y en el desarrollo de la
pigmentacion en peces planos (Reitan et al., 1994; Shields et al., 1999). A pesar de la
gran cantidad de investigaciones que se llevan a cabo para determinar los
requerimientos larvarios en HUFA n-3, en esta Ultima década se han tenido en cuenta
los HUFA n-6, la relacion entre ambas series, y en particular el ARA. Distintos trabajos
han mostrado que durante las épocas de ayuno, el ARA se conserva en los tejidos de
los peces marinos (lzquierdo, 1996), incluido el lenguado senegalés (Mourente y
Vazquez, 1996), y sirve como precursor para la biosintesis de eicosanoides (Bell et al.,
1994). Sin embargo, los altos niveles de ARA estdn implicados en anomalias
pigmentarias (McEvoy et al., 1998; Estevez et al., 1999; Copeman et al., 2002; Bell et
al., 2003).

En nuestro trabajo, el contenido HUFA de las emulsiones experimentales se vio
reflejado en la Artemia. Los resultados observados muestran como las larvas que se
alimentaron con la Artemia enriquecida con AGG, muestran mejor crecimiento en peso
seco y longitud estandar que otras larvas alimentadas con el resto de

emulsiones/enriquecedores evaluados. Las larvas alimentadas con Artemia enriquecida
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con AGD, MG y RP, presentaron valores intermedios de crecimiento en comparacion
con aquellas alimentadas con ES y ES/2 que presentaron un menor crecimiento. De
forma resumida cabe sefialar que la Artemia enriquecida con AGG contenia la
concentracion mas elevada de acido linolenico, ARA (0,7 % TFA), DHA/EPA (3,0),
OA (26,2 % TFA) y total HUFAN-3 (42,5 % TFA) y niveles intermedios de DHA (9,5%
TFA). En nuestro caso, la Artemia enriquecida con AGD, RP, Y MG, mostré un alto
nivel de DHA (11,5, 11,8 y 16,9 % TFA, respectivamiento) no viéndose esta mayor
incorporacié de DHA correlacionada con un mejor crecimiento y y supervivencia en
larvas de lenguado. Finalmente mencionar que las larvas alimentadas con Artemia
enriquecida con ES y ES/2 mostraron un menor crecimiento, presentado la Artemia
unos niveles relativamente bajos de DHA (5,5y 1,3% TFA, respectivamente). En otros
trabajos se ha visto que las larvas del lenguado senegalés son capes de sobrevivir y
crecer hasta el dia 36 después de la eclosion cuando se alimentan de nauplios de
Artemia que no contienen DHA, pero si otros HUFA n-3. Estos resultados sugieres que
el lenguado senegalés tiene unos bajos u nulos requerimientos por este acido graso tal y
como postuld Morais et al. (2004), si bien dichos valores si que tienen un efectodirecto
sobre el crecimiento tal y como muestran las larvas del presente estudio alimentadas con
Artemia enriquecida con ES/2 (DHA = 1,5% TFA).

En un trabajo reciente publicado por Vizcaino et al. (2010), se ha visto que las
larvas de platija californiana (Paralichthys californicus) alimentadas con dietas que
tenian distintos niveles de DHA, recomendaron que los requerimientos nutricionales en
DHA para las larvas premetamorficas y postmetamorficas de esta especie estaban
entorno al 1,2 y 2,4% respectivamente, valores que son mucho mas bajos quelos
observados en lenguado. En el tesis doctoral de Villallta (2007), las larvas de lenguado

fueron alimentados con Artemia enriquecida que contenia distintos niveles de DHA,
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observandose que la dieta que tenia unos niveles medios DHA (7,7 % TFA) presentaba
un mejor crecimiento. En nuestro caso, los mejores resultados de crecimiento fueron
observados en aquellas larvas alimentadas con unos niveles de DHA del 9,5% TFA.
Por el contrario, segun tesis doctoral de Villallta (2007), las larvas alimentadas con
dietas que tenian altos niveles de DHA (14,7 %) mostraron un menor crecimiento que
el grupo control, por lo que se puede deducir que los requerimientos nutricionales en
DHA para las larvas de lenguado considerandose sélo el pardmetro del crecimiento
deben estar comprendidos entre los 7,7 y 9,5% TFA, segun los resultados de tesis
doctoral de Villallta (2007), vy el presente estudio. Para otras especies los valores de
DHA recomendados son para Pagrus major (1,2 %), Dentex dentex (2,3 %), Sparus
aurata (0,8 %), Latris lineata (2,0%) (lzquierdo et al., 1989; Mourente et al., 1999;
Izquierdo, 2005; Bransden et al., 2005).

Generalmente, el crecimiento y la supervivencia de organismos marinos,
observado en diferentes estudios, ha sido bueno cuando se utiliza Artemia como
alimento con niveles superiores al 4% de EPA, mientras que valores inferiores al 3%
son desaconsejables en términos de peso y supervivencia larvaria (Leger et al., 1986;
Izquierdo et al., 2000). A nivel general se recomienda que los niveles éptimos en EPA y
DHA en la dieta estén comprendidos entre 6,8% 3,6%, respectivamente (Watanabe y
Kiron, 1994). En el caso de la lubina estriada Morone saxatilis se ha visto que los
niveles dptimos de EPA en términos de crecimiento y supervivencia oscilan entre el 9,3
y 10,4 % (Civera 1985 citado por Izquierdo et al., 1989)., Por el contrario, Tamaru et
al. (1991) sugirieron un contenido minimo del 0,7% en EPA y 0,5% en DHA en los
rotiferos para las larvas de lisa (Mugil cephalus). En nuestro trabajo, los niveles de EPA
en la Artemia enriquecida variaron entre el 3.1 y el 7.6% (TFA), encontrandose un

mejor crecimiento en aquellas alimentadas con 3, 1% de EPA (AGG). . En el tesis
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doctoral de Villallta (2007) , las larvas de lenguado alimentadas con la dieta que tenia
un contendio de EPA de 4,8% TFA, tenia un mejor crecimiento, pero baja
supervivencia, si bien las larvas del lenguado son capaces de crecer y sobrevivir hasta el
dia 40 edad con contenidos nulos de EPA en la dieta. En nuestra trabajo, la Artemia
enriquecidas con las emulsiones de ES, RP y MG presentaron un alto nivel de EPA (7,6;
51y 4,9% TFA, respectivamente), y esto se vio asociado a menores crecimientos en
peso y longitud. Por el contrario, valores de EPA entre 3,1% y 3,7% (enriquecedores
ES/2, AGG y AGD) presentaron un mayor crecimiento para las larvas alimentadas con
Artemia enriquecida con AGG y AGD en comparacion con el resto de tratamientos, si
bien valores de EPA del 3,1% en la Artemia enriquecida con E/2 no se correspondieron
con buenas tasas de crecimiento. Resultados que vienen dado por el bajo contenido de
DHA en la Artemia enriquecida con ES/2, asi como también unos valores bajos de
DHA/EPA, mostrando a nivel general un perfil nutricional bajo de la presa viva

enriquecida con esta emulsion.

No existe mucha Informacion sobre los niveles 6ptimos del ratio DHA/EPA para
larvas de especies marinas. La composicion lipidica de los huevos/reservas vitelinas ha
sido sugerida como indicador para determinar los requerimientos nutricionales en el
caso de las larvas recién eclosionadas. Asi, el ratio DHA/EPA de 2:1 en las dietas para
especies marinas es el mas adecuado, por tanto dicho ratio ha sido tomado como
referencia para la nutricion larvaria (Sargent et al., 1997). Estos mismos autores
sugieren en su estudio que una dieta con nivel de DHA/EPA inferior or igual a 1 se
considera una dieta sub-optimal, a causa de que ésta podria no ofrecer suficiente
cantidad de DHA o al contrario provocar un exceso de EPA. Los niveles de DHA/EPA
en dietas que promueven un maximo crecimiento y supervivencia en lubina se

encuentran dentro del rango de los obtenidos para otras especies como la dorada y
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corvindn ocellado (Sciaenops ocellatus), con valores de 2:1 y 2,5:1, respectivamente
(Rodriguez et al., 1998; Brinkmeyer y Holt, 1998), indicando un similar requerimiento
en acidos grasos esenciales para estas especies. Sin embargo, en el reciente trabajo de
Vizcaino et al. (2010), se observo que la dieta que contenia un ratio DHA/ EPA de
0,64, mostrdé un mejor crecimiento, supervivencia y pigmentacion en larvas de platija
californiana. En nuestro trabajo, las larvas alimentadas con los enriquecedores de AGG
y AGD mostraron un mejor crecimiento, mientras que la Artemia enriquecida con estos
enriquecedores contenia un ratio DHA / EPA de 3,0 y 3,3, respectivamente. Estos
resultados estan de acuerdo los trabajos previos de Sargent et al. (1997), Reitan et al.
(1994) y tesis doctoral de Villallta (2007) quienes recomiendan que el ratio DHA/EPA
sea superior a 2, si bien contrastan bastante con los recientemente publicados por

Vizacaino et al. (2010).

No sélo los niveles de HUFAs son importantes para el buen desarrollo de la
larva, sino también lo es la forma en que son incluidos en la dieta. Varios autores han
sugerido que los fosfolipidos son una mejor fuente de &cidos grasos esenciales para las
larvas que los triglicéridos (Olsen et al. 1991; Koven et al. 1993; Sargent et al. 1993).
La proporcion de DHA/EPA en los fosfolipidos de copépodos es de 2:1, mientras que
en el aceite de pescado, compuesto mayormente de triglicéridos, es menor o igual a 1:1.
Como consecuencia, se ha sugerido que la proporcion de DHA/EPA en el aceite de
pescado puede resultar suboptima. Sin embargo, recientemente se ha encontrado que los
efectos positivos de los fosfolipidos no son solamente atribuibles a su composicion y
proporcidn en acidos grasos esenciales o a sus propiedades emulsificadoras, sino méas
bien a su estructura bésica glicero-fosférica (eg. fosforoglicerocolina). Esta estructura
sirve de esqueleto para la sintesis de fosfolipidos por parte de la larva, lo cual es

sumamente importante dada la limitada capacidad que tienen las larvas para sintetizar
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de novo la estructura glicerofosférica (Guerden et al., 1995 a,b ; Coutteau et al., 1997;

Sargent et al., 1999).

Investigaciones adicionales ha mostrado que no es suficiente adicionar s6lo EPA
y DHA a la dieta de peces marinos. El entendimiento en el rol de estos acidos grasos en
la dieta de peces marinos ha evolucionado a tratar de determinar los niveles 6ptimos de
EPA y DHA en la dieta considerando el valor relativo de EPA y DHA, asi como de AA
en la dieta de animales marinos (Sargent et al., 1997). En la revision realizada por
Sargent (1997) se concluye que se requiere de una dieta que incluya una relacion
EPA/DHA/AA para el sano mantenimiento de los peces marinos. En este sentido,
estudios recientes han demostrado la importancia del &cido araquidénico (ARA) en
algunas larvas de peces marinos. En juveniles de Scophthalmus maximus, el alto
crecimiento obtenido se ha relacionado con los fosfolipidos (PL) de la yema a del huevo
de gallina en especial con el contenido de ARA (Castell et al., 1994). Sin embargo, la
alta incorporacién de ARA en la fraccion de lipidos polares en larvas de Sparus aurata
causada por el incremento de lecitina de soja en las dietas que contenian fosfolipidos
marinos, no promovieron un mayor crecimiento de los peces (Salhi et al., 1995). En
larvas de esta especie, el ARA parece ser importante para su supervivencia y resistencia
al estrés, pero no es eficiente para promover un incremento en el crecimiento como
DHA o EPA. De esta manera los niveles 6ptimos de ARA deben estar entre 0,1 a 1,0%
para las microdietas de las larvas de Sparus aurata. Los lipidos totales y polares en las
larvas particularmente la PC, incrementados con el ARA dietarios, asi como la
incorporacion en lipidos neutros (NL) y PL, parecen jugar un importante papel en la
pigmentacion de Paralchthys olivaceous (Estévez et al., 1997). En nuestro trabajo las
larvas alimentadas con Artemia enriquecida con AGG presentd un mejor crecimiento,

presentado unos valores de ARA entorno al En los trabajos previos de tesis doctoral de
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Villallta (2007) la dieta que tenia bajo nivel de ARA (0,1%), mostré un menor
crecimiento en comparacion con niveles superiores de este acido graso esencial en la
dieta. En nuestro trabajo, la Artemia enriquecida con la emulsién de MG, ES, ES/2'y
RP presentaron un contenido de ARA del 1,1, 0,5, 0,3y 0,4 % TFA (valores superiores
a los de tesis doctoral de Villallta (2007) ), estando asociados dichos niveles de ARA en
la dieta con un menor crecimiento de las larvas. La Artemia enriquecida con AGG y
AGD mostré un contenido en ARA de 0,2% confirmando que los requerimientos
nutricionales en ARA para esta especie son bajos (tesis doctoral de Villallta (2007)).
Estos resultados contrastan con los observados en otras espeies donde bajos niveles de
ARA tuvieron un efecto negativo sobre la supervivencia y el crecimiento en Seriola
quinqueradieta (Bransden, 2004), dorada (Bessonart et al., 1999) y bacalao (Zheng et

al. (1996),

Finalmente mencionar que no existieron diferencias de supervivencia en funcion
del enriquecedor/emulsién utilizada para enriquecer la Artemia, estando los valores
comprendidos entre el 20 y 25%. Estos resultados son algo bajos si se comparan con
estudios previos con larvas de lenguado durante el mismo periodo de desarrollo y
condiciones experimentales similares (tesis doctoral de Villallta (2007); Fernandez et
al., 2009) donde la supervivencia ronda entorno al 60-80%. Teniendo en cuenta que las
distintas dietas evaluadas en el presente estudio mostraron valores similares en relacién
a la supervivencia de los animales, sumado al hecho de que no se detectd ningln brote
infeccioso que pudiera afectar la viabilidad de las larvas, concluimos que los bajos
valores observados de supervivencia en comparacién con los de otros trabajos podrian

ser achacados a una menor calidad de la puesta que fue utilizada en el presente estudio.

Si bien hasta el momento s6lo hemos considerado el posible papel de los HUFAs

sobre las diferencias en talla y peso de las larvas de lenguado alimentadas con Artemia
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enriquecida con distintas emulsiones/enriquecedores comerciales, no es posible omitir
el papel que puedan haber jugado otros nutrientes de la dieta, tales como proteinas o
vitaminas. En este sentido, los resultados observados no son achacables a distintos
niveles de proteina en la dieta, puesto que la Artemia enriquecida con distintas
emulsiones/enriquecedores comerciales presentd valores de proteina soluble similares
en todos los casos (datos no incluidos en la presente memoria), valores que no
explicarian las diferencias en talla y peso observadas entre las distintas dietas. Sin
embargo, los resultados observados podrian relacionarse con el contenido en vitamina A
de las emulsiones/enriquecedores comerciales, y por consiguiente por el contenido en

este nutriente de la Artemia enriquecida.

La vitamina A ejerce un papel preponderante en diversos procesos biolégicos,
incluyendo, diferenciacion y proliferacion celular (Ito y Morita, 1995; Gaemers et al.,
1996; Park et al., 1997), resistencia a infecciones, desarrollo embrionario, crecimiento,
desarrollo esquelético, vision y establecimiento de la simetria bilateral en los primeros
estadios de desarrollo del animal (Olson, 1984; Tacon, 1989; Levin, 1994; Ross et al.,
2000; Lall y Lewis — McCrea 2007), y mantenimiento de la salud general de organismos
(Combs, 1998; Halver, 2002). Distintos estudios han mostrado que los requerimientos
nutricionales en vitamina A para larvas de peces varia segun la especie considerada
(Fernandez et al., 2009). En este sentido, Hernandez et al. (2005) demostraron que
juveniles de platija japonesa Paralichthys olivaceus, necesitan una dieta con un
suplemento de vitamina A de aproximadamente 9.000 Ul Kg* para su correcto
crecimiento, mientras que valores superiores a 15.000 Ul Kg* disminuyeron su
crecimiento. Efectos similares han sido descriptos para la tilapia (Saleh et al., 1995) y
para la trucha arco-iris (Hilton, 1983). Por el contrario, no se conocen los

requerimientos nutricionales en relacion a la citada vitamina en lenguado. Tal y como
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indica el fabricante de cada una de las emulsiones/enriquecedores comerciales
ensayados en el presente estudio, dichos productos presentan un amplio rango de
contenido en Vitamina A, oscilando entre los valores maximos encontrados en las
emulsiones ES, ES/2, MG y RP (1,5 10° 750.000, 150.000 y 50.000 IU/kg,
respectivamente) hasta los valores minimos de los enriquecedores AGD y AGG (2.200
y 6.380 1U/Kkg, respectivamente), y por tanto es de esperar que la Artemia enriquecida
con dichas emulsiones/enriquecedores refleje su contenido en Vitamina A. Los
presentes resultados parecen indicar que niveles altos de vitamina A (Artemia
enriquecida con ES y ES/2) en la dieta redujeron de forma significativa el crecimiento
en talla y peso de las larvas, mientas que aquellas larvas alimentadas con Artemia
enriquecida con valores bajos del citado nutriente (AGG y AGD) mostraron un mejor

crecimiento.

A tenor de los presentes resultados podemos concluir que las diferencias en talla
y peso de las larvas de lenguado alimentadas con Artemia enriquecida con distintas
emulsiones/enriquecedores comerciales se deben principalmente a su composicién

diferencial en los niveles de HUFAs (e.g. DHA, EPA, DHA/EPA) y vitamina A.
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6.3. Metamorfosis

El proceso de metamorfosis en todos los peces, en especial en los peces planos,
estd controlado por el sistema neuroendocrino de la larva. En él estan implicados varios
tipos de hormonas como es el caso de las hormonas tiroideas (producidas en el tiroides).
En este sentido las hormonas tiroideas como la triiodotironina (T3), tiroxina (T4) y
hormona concentradora de melanina (MCH) regulan y controlan los cambios somaticos
y pigmentarios que ocurren en la larva durante su metamorfosis a juvenil, momento en
el cual el ejemplar adquirira su fenotipo definitivo (forma plana, migracion de uno de
los ojos y pigmentacidn definitiva en la cara ocular y sin pigmentacion en la cara ciega).
La mayor parte de los estos sistemas endocrinos responde directamente a los niveles de
ciertos nutrientes en la dieta por medio de la sintesis y secrecion de hormonas que a su
vez se hallan regulado a nivel molecular mediante la unién a receptores nucleares
especificos. En este trabajo no hemos encontrado ningun efecto en las larvas
alimentadas con Artemia enriquecida con distintos enriquecedores y emulsiones
comerciales sobe de metamorfosis, observandose para todas las dietas un mismo patrén
metamorfico. Sin embargo, aunque en la tesis doctoral de Villallta (2007) una cantidad
similar de ARA en la dieta producia un retraso en la metamorfosis en este estudio,
valores de ARA similares no tuvieron ningun efecto sobre este proceso en las larvas de
lenguado. Las diferencias basicas entre ambos estudios radican en que Villalta (2005)
utilizé emulsiones experimentales en las que basicamente solo cambiaba el ARA en
relacion a la composicion global del resto de HUFAs y componentes de la dieta,
mientras que en nuestro caso se trata de todo lo contrario. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que no es el ARA por si solo el HUFA que juega un papel preponderante sobre
la metamorfosis, sino la relacion que se establece entre este y el resto de HUFASs de la

dieta.
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6.4. Maduracion del sistema digestivo

Ademéas de los parametros analizados anteriormente, se utilizaron como
indicadores del estado de condicion de las larvas y como indicadores del efecto de las
emulsiones sobre su desarrollo fisioldgico, los niveles de actividad de varias enzimas

digestivas (pancreéticas e intestinales).

En general, la digestion de los peces teledsteos se caracteriza por un conjunto de
procesos quimicos por los que algunas enzimas especializadas catalizan la ruptura de las
moléculas que componen los alimentos en compuestos simples y pequefios para que
puedan atravesar las membranas celulares y ser incorporados en los tejidos corporales.
Las proteinas son digeridas por la hidrolisis de un grupo de enzimas proteoliticas que se
denominan proteasas (p.ej. pepsina, tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasa,
aminopeptidasa) y que actian rompiendo los enlaces peptidicos. La digestion de las
proteinas sufre diversas alteraciones a lo largo del desarrollo larvario (Cahu y
Zambonino Infante, 1994). Las larvas al principio del desarrollo no poseen estdmago
(carecen de digestidn acida), aunque si se ha observado la digestion de las proteinas en
el intestino, digestion que tiene lugar a partir de las proteasas alcalinas (e.g. tripsina,
quimiotripsina, carboxipeptidasas secretadas por el pancreas) y la aminopeptidasa en el
borde en cepillo de los entericitos de la mucosa intestinal. EI incremento de la longitud
del intestino les permite un mayor tiempo de digestion de las proteinas, compensando la

carencia de una digestion &cida.

En lo que respecta a la morfologia del sistema digestivo del lenguado, esta
especie presenta un estdbmago pequefio y un intestino largo cuando se compara con la
morfologia de otras especies de peces planos (De Groot, 1971). El desarrollo del

estdmago es mucho mas tardio que el de otros érganos, una vez que el desarrollo de la
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primera glandula géstrica ocurre, aproximadamente, a partir del dia 30 (Ribeiro et al.,
1999), lo que sugiere que la digestion de esta especie no es esencialmente acida durante
las etapas tempranas de desarrollo, tanto premetamdrficas como postmetamorficas
(Yufera y Darias, 2007). Si bien esto no obstaculiza la digestion de las proteinas, ya que
la hidrdlisis de las proteinas es asegurada por enzimas pancreaticas y intestinales (Cahu
y Zambonino Infante, 1994a). Por estas razones, en el presente estudio hemos
seleccionado como marcadores de la funcion digestiva y del estado de maduracion del
tracto digestivo la tripsina (proteasa alcalina de origen pancreéatico) y la aminopeptidasa
del borde en cepillo de los enterocitos. A parte del anterior enzima pancreatico, también
se ha procedido a evaluar la actividad de la amilasa y la lipasa. Si bien el primero de los
enzimas es un indicador de la maduracion de la funcién digestiva con el desarrollo al
disminuir con la edad (e.g. a edades similares, valores de amilasa mas elevados son
indicadores de un retraso en el desarrollo), la actividad de la lipasa pancreatica fue
cuantificada con el fin de detectar posibles efectos de la dieta (fraccion lipidica) sobre la

actividad digestiva.

Ha sido demostrado en diversas especies, incluyendo la lubina (Cahu y
Zambonino Infante, 1997) y el lenguado senegales (Ribeiro et al., 1999), que la
actividad de las enzimas intestinales del borde del cepillo como la fosfatasa alcalina
incrementa con la edad de los animales, pudiéndose considerar como un indicador del
grado de maduracién del intestino. Este aumento va acompafiado por el descenso de la
leucino-alaninapeptidasa, enzima citosolico lisosomal que se encuentra en los
enterocitos que presenta una elevada actividad durante las etapas tempranas del
desarrollo antes del pleno desarrollo del borde en cepillo de los enterocitos. La
disminucion con la edad, de determinadas enzimas pancreaticos como la amilasa e

intestinales como la leucino-alaninaptidas y el aumento de las enzimas intestinales
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como la fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa del borde del cepillo de los enterocitos,
es un rasgo caracteristico de una maduracién normal en de la funcion digestiva y del
progresivo paso de una digestion de tipo larvario a una de juvenil (Henning, 1987).

A nivel general se observo que los valores de actividad especifica de amilasa
disminuyeron de forma progresiva a lo largo del experimento independientemente de la
dieta suministrada. Sin embargo, los resultados del presente estudio en el que las larvas
de lenguado fueron alimentadas con Artemia enriquecida con distintas
emulsiones/enriquecedores comerciales muestran al final del periodo experimental que
las larvas alimentadas con Artemia enriquecida con AGG presentaron los valores mas
bajos de actividad especifica de amilasa. Como se ha indicado anteriormente, este hecho
podria deberse a que las larvas alimentadas con esta dieta tenian un sistema digestivo
mas avanzado fisiologicamente que las larvas alimentadas con otras dietas, resultados
gue también estarian de acuerdo con los observados en relacién al crecimiento y peso de
las larvas. Por el contrario, las larvas alimentadas con la dieta enriquecida con ES
presentaron una mayor actividad especifica de la amilasa, valores que se correlacionan
positivamente con un menor crecimiento de las larvas y serian interpretados con un
mayor retraso de la funcion digestiva. Finalmente mencionar que las larvas alimentadas
con la Artemia enriquecida con RP, AGD, ES/2, y MG mostraron una actividad
especifica intermedia de la amilasa, y curiosamente estas mismas larvas manifestaron un
crecimiento intermedio.

La lipasa es una enzima pancreatica y es bien conocido que dicha enzima
cataliza la descomposicion de las grasas neutras (triglicéridos), primero en
diacilgliceroles y luego en monoacilgliceroles. La lipasa se produce principalmente en
el pancreas y es secretada en el intestino donde las sales biliares proceden a su

activacion. Esto parece que la respuesta directa de la lipasa a su substrato, triglicéridos y
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la actividad de esta enzima sugiere una méaxima capacidad de sintesis de lipasa
triglicéridos en la dieta. Por lo tanto, la regulacion de la sintesis de enzimas lipoliticas
parece ser eficaz para las larvas, explicando el por qué el crecimiento de la larva
depende de los niveles de lipidos en la dieta, si bien la regulacién nutricional de las
lipasas es mucho mas grosera que la observada para la fosfolipasa (Zambonino Infante y
Cahu, 2001). En nuestro trabajo, no hemos observado diferencias significativas en la
actividad especifica de lipasa entre las larvas alimentadas con Artemia enriquecida con
distintas emulsiones/enriquecedores comerciales. Esto podria deberse a que las dietas
tenian los mismos niveles de lipidos totales y posiblemente de triglicéridos, aunque
éstos no han sido cuantificados directamente. Nuestros resultados son comparables con
los conseguidos en varias especies como la S. senegalensis (Martinez et al., 1999), S.
ocellatus (Lazo et al., 2000), D. sargus (Cara et al., 2003), P. erythrinus (Suzer et al.,
2006) y Seriola lalandi (Chen et al., 2006).

Las actividades aminopeptidasa y fosfatasa alcalina se utilizan como
indicadores de funcionalidad del epitelio intestinal y estan relacionadas con los procesos
de absorcidn y transporte a traves de la membrana (Smith, 1992; Zambonino-Infante y
Cahu, 2001). En relacion con la actividad fosfatasa alcalina, hemos visto que las larvas
alimentadas con la dieta enriquecida con AGG mostraban una mayor actividad
especifica de esta enzima. Estos resultados se podrian correlacionar con los valores de la
enzima amilasa y los de crecimiento. Estas larvas alimentadas con esta dieta tenian
mayor actividad de enzima de intestinales y menor actividad de enzimas pancreaticas.
Esto podria deberse a que estas larvas poseen un sistema digestivo mas desarrollado y
avanzado que las larvas alimentadas la Artemia enriquecida con el resto de
emulsiones/enriquecedores considerados. Ambos resultados estan correlacionados con

un mejor crecimiento. Por el contrario, las larvas alimentadas con la Artemia
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enriquecida con ES, presentaron una actividad especifica de fosfatasa alcalina mucho
mas baja que el grupo anterior y mayor actividad de la amilasa, indicando estos
resultados un menor desarrollo de la funcion digestiva que también se correlaciona con
un menor crecimiento en peso y talla. Al igual que en el caso de la amilasa, las larvas
alimentadas con Artemia enriquecida con ES/2, RP, AGD y MG mostraban una
actividad especifica intermedia de fosfatasa alcalina.

Segun lo mencionado anteriormente y de forma anéaloga a la fosfatasa alcalina,
también cabria esperar un incremento de la enzima aminopeptidasa del borde en cepillo.
Sin embargo, al final del experimento no hemos visto diferencias significativas en la
actividad especifica de la aminopeptidasa entre los distintos grupos experimentales. En
esto sentido, podriamos decir que la aminopeptidasa no reflejaria tanto el proceso de
maduracion del sistema digestivo sino que seria un reflejo de las etapas finales de la
digestion de la proteina (hidrolisis de cadenas peptidicas de reducido tamafio en el
interior de los enterocitos), actividades que serian similares entre grupos experimentales
debido a valores similares en los niveles de proteina soluble entre dietas.

La leucino-alaninapeptidas es una importante enzima proteolitica citoslica
intestinal durante las etapas tempranas de desarrollo larvario (Zambonino- Infante y
Cahu, 1994). En nuestro trabajo, las larvas alimentadas con la Artemia enriquecida con
AGG mostraron una menor actividad especifica de esta enzima. Estos resultados
podrian relacionarse con los mayores valores observados de fosfatasa alcalina y por
tanto con un mayor desarrollo del sistema digestivo, resultados que podrian reflejar
también un mayor crecimiento. Por el contrario, las larvas alimentadas con la Artemia
enriquecida con ES presentaron un mayor retraso en el desarrollo de su sistema
digestivo, tal y como indican los valores elevados de actividad especifica de leucina

alaninapeptidasa y los valores bajos de actividad especifica de fosfatasa alcalina,
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resultados que van asociados a un menor crecimiento de dichas larvas. Finalmente, las
larvas alimentadas con las dietas enriquecidas ES/2, RP, AGD y MG mostraron unos
niveles intermedios de actividad de leuecina-alanina peptidasa que se relacionan

positivamente con la de fosfatasa alcalina y crecimiento de dichos grupos

experimentales.

La secrecion de tripsina se produce en respuesta a la ingesta de alimento,
ademas en el tejido pancreatico de las larvas, la mayor cantidad de tripsina se presenta
en calidad de tripsinogeno enzimaticamente inactiva. Sin embargo, la mayor parte de la
tripsina en el tracto intestinal es enzimaticamente activa, por eso esta enzima es
considerada como un indicador de la capacidad digestiva. A lo largo del desarrollo del
lenguado, la actividad de la tripsina (enzima pancreética) disminuye (Person, 1993) este
hecho estd correlacionado con el desarrollo del estdmago (aparicion de las glandulas
gastricas) y consecuente aumento de la actividad de la pepsina (Yufera et al., 2004),
mecanismo mediante el cual la larva/juvenil optimizara la digestion de los compuestos
proteicos, sin necesitar de la sola contribucién de la tripsina (paso de la digestion basica
a una digestion acida de tipo gastrico). En nuestro trabajo, las larvas alimentadas
Artemia enriquecida con AGG y AGD presentaron una mayor actividad especifica de la
enzima tripsina. Este resultado, podria relacionarse con los valores observados de la
amilasa. La amilasa es un enzima hidrolasa que tiene la funcién de digerir los
carbohidratos (el glucdgeno y el almidon para formar azlcares simples). La tripsina es
una enzima peptidasa, que rompe los enlaces de las proteinas mediante hidrélisis para
formar péptidos de menor tamafio y aminoacidos. Cuando empieza digestion de las
proteinas, digestion de los carbohidratos se bajo. Por lo tanto, la actividad de la tripsina
incrementa. En este sentido, las larvas alimentadas Artemia enriquecida con AGG y

AGD, mostraron una mayor actividad especifica de esta enzima. Esto podria deberse a
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que estas larvas poseen un sistema digestivo mas desarrollado y avanzado que las larvas
alimentadas con dichas dietas. Por el contrario, las larvas alimentadas las dietas
enriquecidas con ES/2, RP y MG presentaron una actividad intermedia en relacion a las
dietas anteriores. Sin embargo, hemos encontrado una actividad alta de la enzima
tripsina en las larvas alimentadas la dieta enriquecida con ES. Por otra parte, las larvas
alimentadas con la Artemia enriquecida con ES mostraron un actividad alta de la enzima
de amilasa y leucino-alanina peptidasa y bajos de fosftasa alcalina, y por tanto una
menor funcién y capacidad digestiva, valores que no se corresponden con actividades
especifica elevadas de tripsina. De todo ello se desprende que los valores elevados de
tripsina en el grupo alimentado con ES no responden al grado de desarrollo de la
funcion digestiva en ese grupo de larvas, sino que dichos valores vendrian determinados
por la presencia de algin nutriente o grupo de nutrientes que estimularia de forma
diferencial la secrecién de tripsina pancredtica, a través de la colecistoquinina (CCK),
hormona que regula la funcién gastrica estimulando la produccion de ciertas enzimas
pancredticas, o por la presencia de determinados compuestos peptidicos que

funcionarian como sustratos especificos para dicho enzima pancreatico.

Concluyendo, los resultados de actividad especifica de diversos enzimas
digestivos, tanto pancreaticos como intestinales, muestran que en funcion de la dieta
suministrada las larvas de lenguado presentaron un mayor o menor desarrollo de la
funcién digestiva, resultados que se correlacionan positivamente con los observados a

su crecimiento en talla y peso seco.
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6.5. Malformaciones esqueléticas

En la actualidad existe un elevado porcentaje de larvas producidas en criaderos
comerciales que presentan malformaciones esqueléticas y problemas pigmentarios.
Generalmente estas deformidades incluyen diferentes malformaciones esqueléticas tanto
a nivel vertebral o espinal, como son la cifosis, lordosis y escoliosis. Las
malformaciones pueden ocurrir también a nivel de las mandibulas, opérculo, aletas y de
la migracion del ojo. Estas malformaciones afectan al crecimiento, desarrollo (Divanach
et al., 1996; Boglione et al., 2001), morfologia, apariencia externa y supervivencia de

los peces. (Koumoundouros et al., 1997).

En nuestro trabajo, hemos encontrado altos niveles de malformaciones totales
entre las larvas alimentadas con Artemia enriquecida con diferentes
emulsiones/enriquecedores comerciales. No hemos encontrado diferencias significativas
ni en la incidencia de malformaciones totales, ni tampoco en otras categorias y/o
tipologias de malformaciones consideradas. Los niveles encontrados de malformaciones
totales fueron lo siguientes para cada dieta: ES/2 (75,9%), ES (77,7%), RP (78,8%),
AGG (81,8%), AGD (81,9%) y MG (82,6%). Sin embargo, si hemos encontrado
diferencias significativas sobre la incidencia de animales con fusion de cuerpos
vertebrales y malformaciones en las espinas hemales y neurales modificadas del
complejo caudal, si bien dichos valores fueron muy parecidos entre ellos, y no se
pueden extraer conclusiones claras respecto al papel de determinados nutrientes de la

dieta sobre la aparicion de las citadas anomalias esqueléticas.

Diferentes estudios han demostrado una alta incidencia de deformaciones
esqueléticas, especialmente durante las fases tempranas del desarrollo del lenguado

senegales, niveles que van desde un 44% (Gavaia et al., 2002) a un 74% (Fernandez, et
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al., 2009), llegando incluso a alcanzar un 80% (Engrola et al., 2009). Dentro de este
contexto, nuestros resultados globales de deformaciones para cada tipo de dieta
considerada son comparables a los obtenidos por el resto de trabajos sobre esta especie,
y por tanto, se puede decir que no se observaron efectos del tipo de dieta sobre la
calidad final de las larvas. Tal y como indica el fabricante de cada una de las
emulsiones/enriquecedores comerciales ensayados en el presente estudio, dichos
productos presentan un amplio rango de contenido en Vitamina A, oscilando entre los
valores méaximos encontrados en las emulsiones ES, ES/2, MG y RP (1,5 10°, 750.000,
150.000 y 50.000 IU/kg, respectivamente) hasta los valores minimos de los

enriquecedores AGD y AGG (2.200 y 6.380 1U/kg, respectivamente).

La elevada incidencia de deformaciones observadas hace pensar que las
condiciones de cultivo no son las 6ptimas para el desarrollo harmonico del esqueleto en
el lenguado. Entre las causas ambientales mas importantes que han sido asociadas a las
deformidades esqueléticas estan los factores abioticos, xenobidticos, nutricionales y las
propias del cultivo intensivo. En este sentido, es posible que las temperaturas a las que
se realiza el cultivo larvario del lenguado (18-20°C), si bien son buenas a efectos
productivos ya que estimulan un rapido crecimiento de las larvas, pueden no serlo en
términos de desarrollo del esqueleto. Asi por ejemplo, Galloway et al. (1999) manifestd
que la temperatura de cultivo produce alteraciones en la ontogenia del esqueleto y del
musculo del halibut (Hippoglossus hippoglossus), resultando en deformaciones
esqueléticas. Asimismo, Kihara et al. (2002) encontré una relacién creciente entre la
incidencia de la lordosis y la velocidad de corriente, en larvas de dorada japonesa
(Pagrus pagrus). Slominska y Jezierska (2000) también encontr6 una relacién creciente
entre los niveles de metales pesados (cobre y plomo) y la incidencia de la escoliosis 0

grado de osificacion, para carpa comun (Cyprinus carpio). Teniendo en cuenta estos
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resultados, podriamos concluir que la elevada incidencia de deformaciones observadas
hace pensar que las condiciones de cultivo en cuanto a temperatura no son las optimas
para el desarrollo harmonico del esqueleto en el lenguado, si bien futuros estudios en
éste ambito han de realizarse para poder evaluar la citada hipotesis.

La incidencia de deformaciones esqueléticas reportadas en el lenguado senegalés
criados en protocolos de alimentacion estandar es mayor que la observada en otras
especies, que comunmente se producen en el &rea mediterranea, como la dorada
(Boglione et al., 2001; Fernandez et al., 2008) o lubina europea (Villeneuve et al., 2005;
Mazurais et al., 2008). Dos hipotesis podrian explicar esta alta incidencia de
deformidades en el esqueleto del lenguado senegalés observadas en el presente estudio.
La primera hipétesis considera que esta especie es mas propensa a desarrollar trastornos
en el esqueleto que otras especies de peces como la dorada y la lubina, y de aqui los
resultados de una mayor incidencia de deformaciones en esta especie en comparacion
con las otras. La segunda hipétesis postula que, dado que las deformidades esqueléticas
observadas en el lenguado senegalés no fueron letales, el mayor nimero de
deformaciones observadas en esta especie se deberia a que en otras especies dichas
deformaciones fueron letales durante las primeras etapas de vida larvaria y por tanto, no
detectables en la etapa juvenil (Divanach et al., 1997; Koumoundouros et al., 1997;
Boglione et al., 2001). Dado que ambas hipotesis no son mutuamente excluyentes la
determinacidn de cual de los dos modelos explica mejor las observaciones requiere mas
estudios de desarrollo que permitan identificar los periodos méas sensibles de
morfogénesis, esqueletogenesis y al desarrollo de deformidades asi como el momento

de la aparicion de las deformidades y su impacto en la supervivencia de las larvas.
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7. Conclusiones

1. Las larvas reflejé el contenido en HUFAs, y concretamente de DHA, EPA, ARA 'y
DHA/EPA de la Artemia.

2. El contenido en HUFASs de la Artemia enriquecida con las distintas emulsiones y
enriquecedores comerciales afectd al crecimiento durante el periodo experimento
estudiado (2-38 dpe). Entre de las emulsiones comerciales, los mejores crecimientos
en talla y peso fueron observados en aquellas larvas alimentadas con Artemia
enriquecida con AGG (DHA =9.5% TFA, EPA = 3,1% TFA, DHA/ EPA = 3,0). Las
larvas alimentadas con Artemia enriquecida con ES mostraron un peor crecimiento
en peso y talla (DHA =5.5% TFA, EPA = 7,1% TFA, DHA/ EPA = 0,7).

3. Niveles altos de vitamina A (Artemia enriquecida con ES - 1.5 10° IU kg™ y ES/2 -

750.000 1U kg™ en la dieta redujeron de forma significativa el crecimiento en talla
y peso de las larvas, mientas que aquellas larvas alimentadas con Artemia
enriquecida con valores bajos del citado nutriente (AGD y AGG; 2.200 y 6.380 1U

kg™, respectivamente) mostraron un mejor crecimiento.

4. Las dietas evaluadas no afectaron la supervivencia al final del estudio, si bien los
resultados observados son ligeramente inferiores a los esperables, resultados que no
vendrian dados por el disefio experimental realizado, sino mas bien por un problema
de calidad de puesta.

5. El proceso de metamorfosis y pigmentacion de las larvas no se vio afectado por las

distintas dietas.
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Conclusiones

6. La funcionalidad y maduracion del sistema digestivo de las larvas de lenguado se vio
afectado por la dieta suministrada, observandose un mayor desarrollo de la funcion
digestiva en aquellos animales alimentados con Artemia enriquecida con AGG y un
retraso en dicho proceso en aquellos alimentados con Artemia enriquecida con ES.

7. No hubo un efecto dosis-respuesta en funcion de la dieta suministrada y la incidencia
de deformaciones esqueléticas, si bien en todos los grupos se observo una elevada
proporcion de animales con alguna deformidad esquelética (76-83%). Tampoco se
observo ningun efecto de la dieta sobre el nimero de vértebras.

8. A nivel de la columna vertebral, las deformaciones mas importantes encontradas
fueron las fusiones y compresiones vertebrales, y las deformaciones en las espinas
neurales y hemales. La fusion de las vértebras abdominales fue abundante en
aquellos animales alimentados con Artemia enriquecida con AGD, mientras que la
torsion de la columna vertebral fue observado en aquellas alimentadas con Artemia
enriquecida con RP y AGD. Casos de escoliosis fueron detectados mayoritariamente
en larvas alimentadas con Artemia enriquecida con ES, y anomalias de cuerpo
vertebral en animales alimentados con Artemia enriquecida con ES; AGD y RP. El
efecto causante de dichas diferencias no puede ser explicado mediante este trabajo.

9. Del complejo caudal, las deformaciones mas importantes se encontraron a nivel de
los elementos esqueléticos, hipurales (p.ej. diferentes combinaciones de fusiones
entre los 5 elementos hipurales, la presencia de un elemento hipural supranumerario),
epurales, espinas neurales modificadas y espinas hemales modificadas, si bien no se

observaron diferencias entre los distintos grupos experimentales.
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Conclusiones

10. A partir del andlisis ponderado de los distintos parametros analizados en
el presente estudio parace alimentar las larvas de lenguado con Artemia enriquecida
con AquaGrow Gold (Advanced BioNutrition), desaconsejandose enriquecedores
debido al alto una de los enriquecedores tipo easy selco es recomendable carrebarar

estos estudious.
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